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1 Einleitung 
1.1 Akutes Nierenversagen 
1.1.1 Definition  
Das akute Nierenversagen (ANV) ist ein multifaktorieller Prozess, der mit einer 
Verschlechterung der Nierenfunktion innerhalb von 48 Stunden einhergeht und 
über einen Anstieg des Serumkreatinins von mehr als 0,3 mg/dl bzw. mehr als 
50% sowie einer Verminderung der Urinausscheidung auf weniger als 0,5 
ml/kg/h (Oligurie) über mehr als 6 Stunden definiert ist. Die Einteilung des ANV 
in fünf (RIFLE-Klassifikation) bzw. drei (AKIN-Klassifikation) Schweregrade 
basiert auf dem Anstieg des Serumkreatinins, dem Abfall der GFR (glomeruläre 
Filtrationsrate) und der Urinausscheidung (Tab. 1.1) (Mehta et al., 2007, 
Bellomo et al., 2012).  
 
Tab. 1.1: Stadieneinteilung des akuten Nierenversagens (verändert nach (Floege et al., 2010)) 
AKIN-Klassifikation Serumkreatinin (S-Krea) Urinausscheidung 
1 1,5 bis 2-facher S-Krea Anstieg 
oder S-Krea > 3,0 mg/dl 
< 0,5 ml/kg/h für 6 h 
2 2 bis 3-facher S-Krea Anstieg < 0,5 ml/kg/h für 12 h 
3 > 3-facher S-Krea Anstieg oder 
S-Krea > 4,0 mg/dl 
< 0,3 ml/kg/h für 24 h oder 
Anurie für 12 h 
RIFLE-Klassifikation Serumkreatinin / GFR-
Abnahme 
Urinausscheidung 
Risk 1,5-facher S-Krea Anstieg oder 
> 25% GFR-Abnahme 
< 0,5 ml/kg/h für 6 h 
Injury 2-facher S-Krea Anstieg oder 
> 50% GFR-Abnahme 
< 0,5 ml/kg/h für 12 h 
Failure 3-facher S-Krea Anstieg oder 
> 75% GFR-Abnahme oder 
S-Krea > 4,0 mg/dl 
< 0,3 ml/kg/h für 24 h oder 
Anurie für 12 h 
Loss dauerhaftes Nierenversagen für > 4 Wochen 
ESRD (end-stage renal 
disease) 
dauerhaftes Nierenversagen für > 3 Monate 
 
 
 
1.1.2 Ätiologie 
Das ANV wird nach seiner primären Ursache in prärenales, intrarenales und 
postrenales Nierenversagen eingeteilt (Tab. 1.2) (Needham, 2005). Prärenales 
Nierenversagen resultiert aus vorübergehender renaler Hypoperfusion bei einer 
strukturell intakten Niere. Postrenales Nierenversagen hingegen wird durch 
Obstruktionen der ableitenden Harnwege hervorgerufen. Intrarenales 
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Nierenversagen entsteht durch Erkrankungen der Glomeruli, des 
Gefäßsystems, des Interstitiums oder der Tubuli, d.h. es besteht schon ein 
struktureller Nierenschaden (Bellomo et al., 2012). Die akute Ischämie der 
Niere ist häufig assoziiert mit einem toxischen Nierenschaden und resultiert in 
der Regel aus einer hämodynamischen Instabilität durch renale Hypotension 
(Ischämie/Reperfusion), wie sie nach Nierentransplantation sowie im 
hämorrhagischen, kardiogenen und septischen Schock vorkommt (Siedlecki et 
al., 2011, Uchino et al., 2005). 
 
Tab. 1.2: Wichtige Ursachen des prärenalen, postrenalen und intrarenalen Nierenversagens 
(verändert nach (Needham, 2005)) 
Ursachen des prärenalen Nierenversagens Beispiele 
Intravasale Volumendepletion Blutung, renaler Volumenverlust (Diuretika, 
Diabetes insipidus), Erbrechen, Exzikose 
Verminderte kardiale Auswurfleistung Herzinsuffizienz, kardiogener Schock, 
Lungenembolie, Perikardtamponade 
Vasodilatation Septischer Schock, anaphylaktischer 
Schock 
Renale Perfusionsstörung Nierenarterienstenose 
Unzureichender renaler Filtrationsdruck ACE-Hemmer 
Ursachen des postrenalen Nierenversagens Beispiele 
Ureterverschluss Nierensteine, Tumor, Ureterstrikturen 
Blasenhalsobstruktionen Prostatahyperplasie, Prostatakarzinom, 
Blasentumor 
Urethrale Harnabflussstörung Urethralklappen, Urethralstrikturen 
Ursachen des intrarenalen Nierenversagens Beispiele 
Makrovaskuläre Störungen Embolie, Nierenarterienthrombose, 
Arteriosklerose, Nierenvenenthrombose 
Mikrovaskuläre Störungen Vaskulitis, thrombotische Mikroangiopathie 
Glomeruläre Erkrankungen Glomerulonephritiden, Glomerulosklerose 
Akute interstitielle Nephritis medikamenteninduziert (Antibiotika), 
infektionsassoziiert, idiopathisch  
Akute Tubulusnekrose  renale Ischämie, nephrotoxische 
Substanzen 
 
 
1.1.3 Epidemiologie und Prognose 
Das akute Nierenversagen repräsentiert ein großes medizinisches und 
ökonomisches Problem. Es betrifft fast 30% aller Patienten auf 
Intensivstationen in Deutschland und ist immer noch mit einer sehr hohen 
Mortalität von 40% assoziiert (Cruz und Ronco, 2007). Die Prävalenz in der 
westlichen Welt ist steigend, was vor allem der alternden Bevölkerung, 
vermehrtem Vorkommen von Adipositas, Diabetes und Hypertonus sowie einer 
intensiveren Diagnostik auf Intensivstationen zugeschrieben werden kann 
(Schrier, 2010). Trotz technischem und medizinischem Fortschritt in der 
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Nephrologie fehlen bisher wirksame therapeutische Strategien zur Reduktion 
der Mortalität, sodass die Therapie hauptsächlich aus unterstützenden 
Maßnahmen und Dialyse besteht (Bonventre und Weinberg, 2003, Ympa et al., 
2005). Das ANV beschleunigt die Progression bei Patienten mit chronischer 
Niereninsuffizienz (CNI), umgekehrt trägt eine bestehende CNI zur Entwicklung 
eines ANV bei (Venkatachalam et al., 2010, Hsu, 2012). ANV kann durch eine 
Schädigung anderer Organe wie Herz, Lunge, Abdomen, Gehirn, Leber und 
Knochenmark zum Multiorganversagen führen (Li et al., 2009).   
 
 
1.2 Chronische Niereninsuffizienz 
1.2.1 Definition 
Das chronische Nierenversagen bzw. die chronische Niereninsuffizienz (CNI) ist 
als eine strukturelle oder funktionelle Nierenschädigung oder eine verringerte 
glomeruläre Filtrationsrate (GFR) von weniger als 60 ml/min/1,73 m2 für mehr 
als 3 Monate definiert. Die Leitlinien der Kidney Disease Improving Global 
Outcomes (KDIGO) hat die CNI in fünf Stadien, basierend auf Veränderungen 
der GFR, klassifiziert (Tab 1.3) (KDIGO, 2008). Als Nierenschaden wird 
entweder die strukturelle Veränderung, z.B. radiologischer oder 
histopathologischer Art, oder das Vorliegen von Markern einer renalen 
Schädigung (Mikroalbuminurie, Proteinurie, Hämaturie) verstanden (Floege et 
al., 2010).  
 
Tab. 1.3: Stadieneinteilung der chronischen Niereninsuffizienz (verändert nach (KDIGO, 2008)) 
Stadium Definition GFR  
1 Nierenschaden mit normaler oder erhöhter GFR > 90 ml/min/1,73 m
2
 
2 Leichte Niereninsuffizienz 60-89 ml/min/1,73 m
2
 
3 Moderate Niereninsuffizienz 30-59 ml/min/1,73 m
2
 
4 Schwere Niereninsuffizienz 15-29 ml/min/1,73 m
2
 
5 Nierenversagen < 15 ml/min/1,73 m
2
 
 
 
 
 
 
 
Einleitung 
 
4 
 
1.2.2 Ätiologie 
Die Ursachen der CNI sind sehr heterogen, da sowohl primäre als auch 
sekundäre Nierenerkrankungen zur CNI führen können (Tab. 1.4). Vor allem in 
Industrienationen sind bei den primären Nierenerkrankungen die glomerulären 
Erkrankungen und bei den sekundären die arterielle Hypertonie sowie Diabetes 
mellitus hervorzuheben (Parving et al., 2004, Adler et al., 2003). Im jüngeren 
Lebensalter spielen auch hereditäre und kongenitale Erkrankungen eine Rolle, 
bei älteren Menschen vor allem vaskuläre und postrenale Ursachen. Die 
wichtigsten unbeeinflussbaren Risikofaktoren sind Alter, Geschlecht, familiäre 
Belastung und Rasse (Risler und Kühn, 2008).  
 
Tab. 1.4: Wichtige Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz (verändert nach (Risler und 
Kühn, 2008)) 
Ursache Beispiele 
Primäre Nierenerkrankung Glomerulonephritiden, tubulointerstitielle Nierenerkrankungen 
Nierenbeteiligung bei 
Systemerkrankung 
Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, systemische 
Vaskulitiden, hämolytisch-urämisches Syndrom, thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura, Sarkoidose, multiples Myelom  
Kongenitale und hereditäre 
Nierenerkrankung 
Polyzystische Nierenerkrankung, hereditäre Tubulopathien, 
hereditäre Glomerulopathien  
Postrenale Ursachen Prostatahyperplasie, Prostatakarzinom, Nephrolithiasis, 
Harnwegsobstruktion 
Vaskuläre Ursachen Nierenarterienstenose 
Infektiöse Ursachen chronische Pyelonephritis, Tuberkulose 
Toxische Ursachen Analgetika, Aminoglykoside, Röntgenkontrastmittel, 
Cyclooxygenase-Hemmer 
 
 
1.2.3 Epidemiologie und Prognose 
Wie das akute Nierenversagen haben sich auch chronische 
Nierenerkrankungen zu einem weltweiten Gesundheitsproblem entwickelt 
(Levey et al., 2007). In Europa leiden 10% aller Patienten an CNI. Weltweit ist 
ein Anstieg der Patienten mit einer CNI zu verzeichnen, was sich insbesondere 
in einer Zunahme der dialysepflichtigen bzw. nierentransplantierten Patienten 
widerspiegelt. Betroffen von der zunehmenden Inzidenz der CNI sind nicht nur 
die westlichen Industrienationen, sondern in zunehmendem Maße auch die 
Schwellenländer. Ursächlich hierfür sind vor allem die demographische 
Entwicklung mit steigendem Lebensalter sowie eine Zunahme von Patienten mit 
Diabetes mellitus und metabolischem Syndrom (Bowling und Muntner, 2012, 
Risler und Kühn, 2008). Die Folgen der CNI beinhalten nicht nur das 
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Fortschreiten des Nierenschadens, sondern auch Komplikationen einer 
verminderten Nierenfunktion sowie ein massiv erhöhtes kardiovaskuläres Risiko 
(Levey et al., 2007, de Zeeuw et al., 2005). 2009 veröffentlichte die 
Arbeitsgruppe KDIGO Leitlinien zur Therapie der Folgeerkrankungen nach CNI. 
So sind zum Beispiel zur Therapie von Störungen des Mineral- und 
Knochenhaushalts Behandlungsoptionen zur Reduktion der 
Hyperphosphatämie und des Hyperparathyreoidismus empfohlen (KDIGO: 
Improving Global Outcomes and CKD-MBD Work Group, 2009, KDIGO, 2008). 
Kommt es trotz Ausschöpfung konservativer Behandlungsmöglichkeiten zu 
einer Progredienz der CNI bis hin zu einer terminalen Niereninsuffizienz mit 
zunehmenden urämischen Symptomen, ist eine Nierenersatztherapie indiziert 
(Floege et al., 2010). 
 
1.3 Chronische Transplantatnephropathie  
1.3.1 Definition 
Die chronische Transplantatnephropathie (CTN) wird als eine langsame 
Nierenfunktionsverschlechterung, die nach mindestens 3 Monaten, meist aber 
erst nach mehr als 12 Monaten nach Transplantation auftritt, definiert. Regelhaft 
kommt es neben der Zunahme der Proteinurie und Hypertonie zu 
histopathologischen Veränderungen wie tubulointerstitieller Fibrose, 
Tubulusatrophie sowie glomerulären und vaskulären Veränderungen, die nach 
der Banff-Klassifikation beurteilt werden (Tab. 1.5) (Racusen et al., 2003, Park 
et al., 2010, Solez et al., 2008).  
 
Tab. 1.5: Abstoßungsreaktionen von Nierentransplantaten gemäß der Banff-Klassifikation 
(verändert nach (Racusen et al., 1999)) 
Stadium Abstoßungsreaktion Histopathologische Veränderungen 
1 Normal Normal 
2 Antikörper-vermittelte 
Abstoßungsreaktion 
Immunhistologischer Nachweis der Komplement-
Komponente C4d in den peritubulären Kapillaren 
 Typ I Minimale Entzündungszeichen 
 Typ II Kapilläre Glomerulitis 
 Typ III Arterioläre-transmurale Zeichen der Entzündung mit 
fibrinoider Nekrose 
3 Borderline-Veränderungen Keine Arteriitis, geringe Tubulitis 
4 Akute zelluläre Abstoßung  
 Typ IA und IB Signifikante interstitielle Inflammation 
 Typ IIA und IIB Milde bis schwere Arteriitis 
 Typ III Transmurale Arteriitis, fibrinoide Veränderungen, 
Muskelzellnekrose, Lymphozyteninfiltration  
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Stadium Abstoßungsreaktion Histopathologische Veränderungen 
5 Chronische 
Transplantatnephropathie 
 
 Grad I  
(milde interstitielle Fibrose) 
6-25% des Kortex betroffen, milde tubuläre Atrophie, 
mit oder ohne glomeruläre(n) und vaskuläre(n) 
Veränderungen 
 Grad II  
(moderate interstitielle 
Fibrose) 
25-50% des Kortex betroffen, moderate tubuläre 
Atrophie, mit oder ohne glomeruläre(n) und 
vaskuläre(n) Veränderungen 
 Grad III  
(schwere interstitielle 
Fibrose) 
> 50% des Kortex betroffen, tubuläre Atrophie, mit 
oder ohne glomeruläre(n) und vaskuläre(n) 
Veränderungen 
 
1.3.2 Ätiologie  
An der Entstehung einer CTN sind sowohl immunologische als auch nicht-
immunologische Faktoren beteiligt. An immunologischen Risikofaktoren sind an 
erster Stelle die akuten zellulären und humoralen Abstoßungsreaktionen in der 
frühen Phase nach Transplantation zu nennen (Matas et al., 1994). Langzeit-
Verlaufsdaten zeigen, dass sich das Transplantatüberleben mit der Anzahl der 
HLA-Übereinstimmungen verbessert, sodass dieses ein Haupt-
Allokationskriterium ist (Ntokou et al., 2011). Als nicht-immunologische 
Risikofaktoren gelten ein hohes Spenderalter und eine z.B. durch Hypertonus 
vorgeschädigte Spenderniere. Auch korrelieren die Ischämie-Zeit und der 
Hirntod des Spenders mit der Abstoßungshäufigkeit des Nierentransplantats 
(Herrero-Fresneda et al., 2003, Najafian und Kasiske, 2008). Außerdem wirken 
die Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin A und Tacrolimus nephrotoxisch und 
profibrotisch und fördern somit die Entstehung der CTN (Li et al., 2004). Ein 
starker prädisponierender Faktor für späteres Transplantatversagen ist eine 
durch Ischämie/Reperfusion bedingte verspätete sekundäre 
Funktionsaufnahme (delayed graft function) (Tilney und Guttmann, 1997). 
Schließlich tragen kardiovaskuläre Risikofaktoren zu einer beschleunigten CTN 
bei (Opelz et al., 1998).  
 
1.3.3 Epidemiologie und Prognose 
Obwohl das akute Transplantatversagen mit einer Häufigkeit von 10% bei 
Lebendspenden deutlich reduziert werden konnte, ist 5 Jahre nach 
Nierentransplantation eine CTN von 30% bis 50% zu verzeichnen (Keith et al., 
2006, Waller und Nicholson, 2001). Trotz guter Erfolge bei Anwendung von 
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Immunsuppressiva gegen akute Abstoßungsreaktionen von 
Nierentransplantaten, beeinflussen diese kaum die Entwicklung der späten 
Abstoßungsreaktion, die sich zum Teil aus dem frühen ischämischen Schaden 
entwickelt (Furuichi et al., 2006). Paul et al. identifizierten die CTN als 
Hauptursache der mindestens ein Jahr nach der Transplantation auftretenden 
Abstoßungsreaktionen (Paul, 1999, Sola et al., 2010). 
 
1.4 Tierexperimentelles renales Modell der 
Ischämie/Reperfusion (IR) 
1.4.1 Allgemeines 
Der durch Ischämie/Reperfusion (IR) bedingte Schaden ist eine der 
Hauptursachen von akutem und chronischem Nierenversagen bei nativen und 
transplantierten Nieren und ist mit signifikanter Morbidität und Mortalität 
assoziiert (Kennedy und Erlich, 2008).  
Das Nierenerkrankungsmodell der unilateralen IR zeichnet sich durch 
anhaltende Entzündung und Mikrovaskulopathie aus, die sekundär zu 
progredienter interstitieller Fibrose führt (Bonventre und Yang, 2011).  
Obwohl in den letzten Jahren viele Erkenntnisse über den hypoxischen renalen 
Zellschaden gewonnen werden konnten, bleibt die Übertragbarkeit von 
Tiermodellen auf das menschliche Syndrom des akuten Nierenversagens 
kontrovers (Heyman et al., 2010). Das humane ANV zeigt nur fokal begrenzte 
Gewebeschäden, fällt aber durch einen starken Abfall der GFR auf. Dabei 
scheinen die distalen tubulären medullären Segmente (medullary thick 
ascending limb = TAL) und die medullären Sammelrohre in einem größeren 
Ausmaß geschädigt zu sein als die proximalen Tubuluszellen der äußeren 
Medulla und des Kortex, d.h. es kommt hauptsächlich zu einem distalen 
Nierenschaden (Olsen und Hansen, 1990). Während der renale Schaden im 
murinen IR Modell durch eine komplette Unterbrechung des Blutflusses 
hervorgerufen wird, sind beim menschlichen ANV vor allem 
Mikrozirkulationsstörungen durch z.B. Nephrotoxine oder Kontrastmittel 
ursächlich. Bei dieser moderaten Hypoperfusion werden vor allem die TAL 
geschädigt, die zwar widerstandsfähiger gegenüber Hypoxie sind, deren 
begrenzender Faktor jedoch die Transportaktivität von Energievorräten ist. Eine 
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stark protrahierte Hypoperfusion durch Wiederbelebung des Menschen oder 
hämorrhagischen Schock mit Hauptschaden im S3-Segment der äußeren 
Medulla zeigt hingegen eine größere Ähnlichkeit mit dem Schaden im Modell 
der murinen IR (Burne-Taney et al., 2003, Efrati et al., 2008). Ein weiterer 
Unterschied ist die Parenchymtemperatur während der Ischämiezeit. Eine 
verminderte Temperatur bei Operationen oder während der Kälte-Ischämiezeit 
bei Transplantationen wirkt renoprotektiv. Im IR Modell werden die Mäuse 
hingegen bei 37°C gehalten,  sodass der Nierenschaden stärker wird (Zager 
und Altschuld, 1986). Trotzdem bestehen wichtige Gemeinsamkeiten zwischen 
humaner und experimenteller Erkrankung: so kommt es im murinen und 
humanen ANV zu tubulointerstitiellen Veränderungen mit Inflammation, 
Tubulusnekrose, Apoptose sowie der Entstehung von Proteinzylindern 
(Heyman et al., 2010).  Das murine Modell der IR hat sich auf Grund seiner 
Reproduzierbarkeit und geringen Variabilität zu dem am häufigsten genutzten 
tierexperimentellen Modell für akutes und chronisches Nierenversagen 
entwickelt. 
 
1.4.2 Mikrovaskulopathie und Inflammation 
Der Ischämie-Reperfusionsschaden entsteht durch ein Ungleichgewicht 
zwischen lokaler Sauerstoffversorgung und Akkumulation von Abfallprodukten 
des Metabolismus während der ischämischen Zeitspanne, sodass es zu einer 
Schädigung des Tubulusepithels mit Organversagen kommt (Bonventre und 
Yang, 2011). Die Wiederherstellung des Blutflusses (Reperfusion) führt zu einer 
komplexen Abfolge von Ereignissen. Endothelzellen und glatte Muskelzellen 
spielen eine wichtige Rolle in der Mikrozirkulation, sodass es durch 
postischämische Dysfunktion dieser Zellen zu Mikrovaskulopathie und daraus 
resultierender Hypoperfusion des Nierengewebes und einer Abnahme der GFR 
kommt (Brodsky et al., 2002). Erhöhte Gewebekonzentrationen 
vasokonstriktorischer Stoffe wie Endothelin-1 und Angiotensin II, geringere 
Konzentrationen des Vasodilatators NO, Verlust von Kapillaren, 
Vasokonstriktion durch anschwellende Endothelzellen sowie als Antwort auf 
erhöhte Natriumkonzentration in der Macula densa führen zum sogenannten 
no-reflow Phänomen während der Reperfusion (Bonventre und Yang, 2011). 
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Zerreißungen der Glykokalyx und des Endothels sowie eine Hochregulation von 
Adhäsionsmolekülen wie ICAMs (intercellular adhesion molecules), VCAMs 
(vascular cell adhesion molecules) und Selektinen führen zu einer verstärkten 
Endothel-Leukozyteninteraktion, die eine Leukozytenmigration durch 
Endothelzellen ins Interstitium zur Folge hat (Kelly et al., 1996). Die 
Zytosklelett-Veränderungen scheinen eine wichtige Rolle beim Verlust der 
Autoregulation des renalen Blutflusses zu spielen (Bonventre und Weinberg, 
2003). Außerdem gibt das verletzte Tubulusepithel reaktive Sauerstoffspezies, 
proinflammatorische Zytokine und Chemokine wie TNF-α (tumor necrosis 
factor-alpha), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1, auch CCL2 = 
chemokine (C-C motif) ligand 2), IL8, IL6, IL1-β, TGF-β (transforming growth 
factor beta) und RANTES (regulated and normal T cell expressed and secreted, 
auch CCL5 = chemokine (C-C motif) ligand 5) ab, die weitere Immunzellen 
aktivieren und rekrutieren (Bonventre und Zuk, 2004). Die Epithelzellen 
exprimieren zusätzlich TLRs (toll-like receptors), Komplement-Rezeptoren und 
T-Zell-stimulierende Moleküle, die die Immunantwort verstärken. So ist die 
postischämische Infiltration mit Entzündungszellen ein Hauptmerkmal der IR. 
Neutrophile Granulozyten, Makrophagen und natürliche Killerzellen bewirken 
den direkten Schaden des Tubulusepithels. Dendritische Zellen sind durch die 
Sekretion inflammatorischer Zytokine und die Antigenpräsentation an T-Zellen 
sowohl in das angeborene als auch in das erworbene Immunsystem involviert 
(Jang et al., 2009). Ein weiteres Kennzeichen der IR-assoziierten Inflammation 
ist die Aktivierung des Komplement-Systems, vor allem des alternativen Weges 
mit Faktor C3 und C5 sowie des Membranangriffskomplexes C5b-9 (Zhou et al., 
2000, Thurman et al., 2005).   
 
1.4.3 Tubulointerstitielle Fibrose 
Die tubulointerstitielle Fibrose ist die gemeinsame Endstrecke der progressiven 
Nierenerkrankungen und führt zu terminalem Nierenversagen (Liu et al., 2011). 
Bereits 1968 wurde eine Assoziation zwischen dem Verlust der Nierenfunktion 
und dem Grad der tubulointerstitiellen Schädigung beschrieben (Risdon et al., 
1968). Mit dem Verlust der Nierenfunktion korreliert diese besser als das 
Ausmaß der glomerulären Schädigung (Bohle et al., 1987).  
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Fibrose wird oft als Wundheilung, die nie sistiert, angesehen (LeBleu und 
Kalluri, 2011). So kann das ANV zu inkompletter Regeneration des 
Tubulusepithels mit persistierender tubulointerstitieller Inflammation, 
Proliferation von Fibroblasten, Ablagerung von extrazellulärer Matrix und somit 
zu einem progressiven renalen Funktionsverlust führen (Furuichi et al., 2006, 
Forbes et al., 2000, Bohle et al., 1987).  
Die initiale Gewebeschädigung und Proteinurie induzieren die Anhäufung 
bioaktiver Moleküle im Ultrafiltrat und eine Expression von Chemokinen, die zur 
Migration mononukleärer Zellen entlang des peritubulären Chemokingradienten 
führt. Die daraus resultierende Sekretion von TGF-β (transforming growth 
factor-beta) durch Makrophagen sowie von PDGFs (platelet-derived growth 
factors) durch Tubuluszellen resultieren in einer Rekrutierung und Proliferation 
von Fibroblasten (Iwano und Neilson, 2004). Dies führt neben einer Progression 
der Chemotaxis zur Transformation von Fibroblasten in Myofibroblasten und 
somit zur Matrixproduktion und Fibroseentstehung (Grotendorst et al., 2004). 
Die Akkumulation von extrazellulärer Matrix im Interstitium durch 
Myofibroblasten wird außerdem durch CTGF (connective tissue growth factor), 
IGFs (insulin-like growth factors) sowie EGFs (epidermal growth factors) 
reguliert (Eitner und Floege, 2003). HGF (hepatocyte growth factor) und BMP-7 
(bone morphogeneic protein-7) scheinen den TGF-β Signalweg zu blockieren 
(Hirschberg und Wang, 2005).  
Ursprung und Aktivierungsmechanismen der Myofibroblasten sind bisher noch 
unklar. So existieren Studien zur Entstehung der aktivierten Fibroblasten durch 
epitheliale-mesenchymale Transformation (EMT), endotheliale-mesenchymale 
Transformation (EndMT), direkte Proliferation aus Fibroblasten, Perizyten  
sowie Stammzellen aus dem Knochenmark (LeBleu und Kalluri, 2011). 
 
1.4.4 Charakteristika der Tubulusschädigung  
Der größte mit IR assoziierte Schaden stellt sich im S3-Segment der proximalen 
Tubuli im äußeren Streifen der äußeren Medulla dar. Diese Zellen sind weniger 
resistent gegen Hypoxie und oxidativen Schaden, da sie bei vermindertem 
Sauerstoffangebot kaum vom oxidativen zum glykolytischen Stoffwechsel 
wechseln können (Bagnasco et al., 1985).  
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Neutrophile Granulozyten sind vor allem an der Frühphase des akuten 
Nierenversagens beteiligt (Devarajan, 2006). Die Anzahl an Makrophagen steigt 
1 Stunde nach IR an und erreicht ihren Höhepunkt an Tag 1 (Li et al., 2008). An 
Tag 2 bis 5, an denen Zellproliferation und Reparaturvorgänge ihr Maximum 
zeigen, sind zur Wiederherstellung des Nierengewebes beitragende 
Makrophagen am stärksten exprimiert (Lee et al., 2011). Das akute 
Nierenversagen ist durch eine Infiltration mit T-Lymphozyten gekennzeichnet, 
die wie Makrophagen zur Nierenschädigung, aber auch zu Reparaturvorgängen 
beitragen (Patschan et al., 2011).  
Während des Ischämie-Reperfusionsschadens verlieren die Epithelzellen ihre 
Polarität und ihren Bürstensaum mit Mislokalisation von Adhäsionsmolekülen 
auf der Zellmembran. Je länger die Ischämiezeit andauert, desto mehr Zelltod 
wie Apoptose oder Nekrose entsteht, sodass nekrotischer Abfall in das 
Tubuluslumen freigesetzt wird. Abgestorbene Zellen und ihr nekrotischer Abfall 
formen zusammen mit im Tubuluslumen befindlichen Proteinen die für akutes 
Nierenversagen typischen Proteinzylinder. Außerdem entstehen so 
Obstruktionen des Tubuluslumens (Bonventre und Yang, 2011). Die größte 
Tubulusschädigung ist an Tag 5 nachweisbar (nicht veröffentlichte 
Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe). 
Akuter Nierenschaden führt zur Hochregulation der Biomarker Kim 1 (kidney 
injury molecule 1) und NGal (neutrophil gelatinase-associated lipocalin; 
Lipocalin 2) in den proximalen Tubuli. KIM-1 ist ein Phosphatidylserin-Rezeptor, 
der Apoptose, Phagozytose von nekrotischen Zellen sowie den Abtransport von 
apoptotischen Körpern vermittelt (Ichimura et al., 2008). Als Transportprotein für 
Eisen schützt NGal gegen den Ischämie-Reperfusionsschaden, indem es durch 
Bildung eines Komplexes mit Eisen-bindenden Siderophoren die Entstehung 
von schädigenden Sauerstoff-Radikalen verhindert (Mori et al., 2005).  
Als Antwort auf Apoptose und Nekrose migrieren Zellen entlang der zerstörten 
Basalmembran. Anschließend kommt es zur Proliferation und Differenzierung 
dieser Zellen, sodass die normale Integrität des Tubulusepithels 
wiederhergestellt wird. Es ist weiterhin unklar, ob die Zellen, die die 
Tubulusepithelzellen nach dem renalen Ischämie-Reperfusionsschaden 
ersetzen, aus endogenen überlebenden Epithelzellen, Stromazellen aus dem 
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Knochenmark oder intrarenalen Progenitorzellen stammen (Abb. 1.1) 
(Bonventre und Yang, 2011). 
In der Spätphase der Nierenschädigung entwickeln sich durch die anhaltende 
Infiltration mit Entzündungszellen und Proteinurie charakteristische Merkmale 
der tubulointerstitiellen Fibrose (Boor und Floege, 2011). So sind Kollagen I-, 
Kollagen IV- und Fibronektin-positive Ablagerungen extrazellulärer Matrix sowie 
α-SMA-positive Myofibroblasten im Tubulointerstitium nachweisbar (Li et al., 
2009). Der unvollständig abgelaufene Reparaturprozess zeigt sich in dilatierten 
Tubuli, verdickter Basalmembran, tubulärer Zellatrophie sowie einer 
persistierenden Infiltration mit mononukleären Entzündungszellen 
(Venkatachalam et al., 2010). 
 
 
normales 
Tubulusepithel
Verlust der PolaritätDifferenzierung
Wiederherstellung der Polarität
Proliferation von 
Tubuluszellen
Nekrose Apoptose
Migration und 
Dedifferenzierung von Zellen
Zellablösung mit 
Obstruktionen des Lumens
Zelltod
Adhäsionsmolekül
Ischämie/
Reperfusion
 
Abb. 1.1: Reparaturmechanismen im ischämischen Nierenversagen. Während der IR 
verliert das polare Epithel seine Polarität und den Bürstensaum. Es kommt zu Mislokalisation 
von Proteinen auf die Zellmembran. Bei lange andauernder Ischämiezeit entwickelt sich Zelltod 
wie Apoptose und Nekrose. Ein Teil des nekrotischen Abfalls wird in das Tubuluslumen 
freigesetzt. Epithelzellen migrieren und bedecken die Basalmembran. Diese Zellen teilen sich, 
ersetzen die abgestorbenen Zellen, differenzieren und stellen so die normale Polarität des 
Epithels wieder her (verändert nach (Bonventre und Yang, 2011)). 
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1.5 Das PDGF-System 
1.5.1 Allgemeines 
Erste Mitglieder der PDGF (platelet-derived growth factor) Familie wurden 1974 
aus humanen Thrombozyten isoliert und als ein Wachstumsfaktor für 
Fibroblasten und glatte Muskelzellen entdeckt (Ross et al., 1974). Die PDGF 
Familie bestand für mehr als 30 Jahre nur aus den Isoformen PDGF-A und 
PDGF-B. Die Entdeckung der neuen Isoformen PDGF-C und PDGF-D im Jahre 
2000 bzw. 2001 intensivierte die Suche nach neuen Funktionen (Reigstad et al., 
2005). Schon früh wurden den PDGF-Isoformen regulierende Einflüsse auf die 
Embryogenese, Zellproliferation und Zellmigration sowie eine wichtige Rolle in 
der Wundheilung, Arteriosklerose, Organfibrose, Angiogenese und 
Tumorentstehung zugesprochen (Heldin und Westermark, 1999, Andrae et al., 
2008).  
 
1.5.2 Biochemie der PDGF-Isoformen und ihrer Rezeptoren 
Die Familie der PDGF-Wachstumsfaktoren besteht aus vier verschiedenen 
Isoformen, PDGF-A, -B, -C und -D sowie den beiden Rezeptorketten PDGFR-α 
und -β.  Während die beiden Isoformen PDGF-A und -B als Homodimere 
(PDGF-AA und -BB) oder Heterodimere (PDGF-AB) in biologisch aktiver Form 
sekretiert werden, werden die erst kürzlich entdeckten PDGF-C und -D 
zunächst als inaktive Homodimere (PDGF-CC und -DD) sezerniert (Floege et 
al., 2003, Floege et al., 2008). Sie besitzen eine N-terminale CUB (C1r/C1s, 
UEGF, BMP-1) Domäne, wie sie erstmals bei den 
Komplementsubkomponenten C1r/C1s, dem Wachstumsfaktor EGF (epidermal 
growth factor) sowie dem Protein BMP-1 (bone morphogenetic protein-1) 
entdeckt wurde (Bergsten et al., 2001, Li et al., 2000, Fredriksson et al., 2004a). 
Die zur Rezeptorbindung und Aktivierung von PDGF-C und -D notwendige 
extrazelluläre Abspaltung der CUB Domäne geschieht durch die Proteasen tPA 
(tissue plasminogen activator) und Plasmin bei PDGF-CC sowie uPA 
(urokinase-type plasminogen activator) und Matriptase bei PDGF-DD 
(Fredriksson et al., 2004b, Fredriksson et al., 2005, Ustach und Kim, 2005, van 
Roeyen et al., 2012). 
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Die Bindung der vier PDGF-Isoformen an ihre jeweiligen Rezeptoren führt zur 
Dimerisierung der Rezeptorketten PDGFR-α und -β, sodass die Homodimere -
αα und -ββ sowie das Heterodimer -αβ entstehen können. Die Liganden binden 
mit unterschiedlicher Affinität an ihre Rezeptoren: während PDGF-AA 
ausschließlich mit dem PDGFR-α Homodimer interagiert, ist PDGF-BB ein 
Ligand für alle Rezeptortypen (van Roeyen et al., 2006). PDGF-CC bindet an 
den PDGFR-αα sowie den PDGFR-αβ und besitzt somit ähnliche 
Bindungsspezifität wie PDGF-AB (Li et al., 2000, Gilbertson et al., 2001). 
PDGF-DD interagiert vorwiegend mit dem homodimeren PDGFR-ββ und mit 
geringerer Affinität mit dem heterodimeren PDGFR-αβ (Bergsten et al., 2001, 
Floege et al., 2008, Floege und Johnson, 1995).  
 
1.5.3 Intrazelluläre Signaltransduktion der PDGF-Isoformen und 
ihrer Rezeptoren 
Die PDGF-Rezeptoren besitzen eine Tyrosinkinaseaktivität und werden bei 
Bindung ihrer dimeren Liganden autophosphoryliert (Abb. 1.2). Im Zytoplasma 
rekrutieren sie verschiedene zytoplasmatische Adaptorproteine, die eine SH2- 
(Src homology 2) und SH3- (Src homology 3) Domäne besitzen. Zu diesen 
Proteinen zählen z.B. die Phospholipase C, das Ras GTPase aktivierende 
Protein, die PI3-K (Phosphatidylinositol 3-Kinase), Mitglieder der pp60src 
Familie von Protein-Tyrosinkinasen, die Tyrosinphosphatase SHP-2 sowie 
Mitglieder des JAK/STAT (Januskinase/signal transducers and activators of 
transcription)-Signalwegs (Choudhury et al., 1998, Floege et al., 2008). Eine 
mögliche Aktivierung der Signalkaskade geschieht beispielsweise durch die 
PI3-K, die wiederum die MAPK (mitogen-activated protein kinase) aktiviert 
(Choudhury et al., 1997). Verschiedene MAPK, wie z.B. die c-Jun N-terminale 
Kinase und p38, regulieren Effektorfunktionen der Mesangialzellen wie 
Proliferation und TGF-β oder Chemokinsynthese in Antwort auf PDGF (Floege 
et al., 2008). 
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PDGF: -CC             -AA               -AB              -BB             -DD
CUB Domäne
tPA uPA
Matriptase
MAPKPIK3Jak-1
STAT
Regulation der Genexpression
Nukleus
PLC-γ
PDGFR: -αα -αβ -ββ
PPP P P P
latentes 
PDGF:
 
Abb. 1.2: Vereinfachte Darstellung des PDGF-Systems. PDGF-AA und PDGF-BB werden 
als aktive Homo- oder Heterodimere sekretiert. PDGF-CC und PDGF-DD sind Homodimere und 
latente Faktoren, deren CUB Domäne zur Rezeptorbindung und Aktivierung extrazellulär durch 
tPA (PDGF-CC), Plasmin (PDGF-CC), uPA (PDGF-DD) oder Matriptase (PDGF-DD) 
abgespalten werden muss. Die PDGF-Bindung resultiert in einer Autophosporylierung und 
Aktivierung verschiedener Signalwege, wie des Jak/STAT-, PI3K, PLC-γ oder MAPK-
Signalwegs. PDGF = platelet-derived growth factor; PDGFR = PDGF-Rezeptor; CUB = 
C1r/C1s, UEGF, BMP1; UEGF = epidermal growth factor, BMP1 = bone morphogenetic protein-
1; tPA = tissue plasminogen activator; uPA = urokinase-type plasminogen activator; JAK = 
Januskinase; STAT = signal transducers and activators of transcription; PLC-γ = Phospholipase 
C-γ; PI3K = Phosphatidylinositol 3-Kinase; MAPK = mitogen-activated protein kinase (verändert 
nach (van Roeyen et al., 2012)). 
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Die PDGF-Synthese wird in kultivierten Mesangialzellen durch viele Mediatoren, 
wie PDGF, EGF, FGF-2 (basic fibroblast growth factor), TNFα (tumor necrosis 
factor-alpha), TGF-β, Angiotensin II, Endothelin, Thrombin, Lipoproteine, 
Phospholipide und CpG-Nukleotide stimuliert (Floege et al., 2008, Chow et al., 
2005, Floege und Johnson, 1995). Als endogene Inhibitoren des PDGF-
Signalwegs wurden der Plättchenfaktor 4, NOV/CCN3 (nephroblastoma 
overexpressed gene), Adiponektin und Laminin α4, SPARC (secreted protein, 
acidic and rich in cysteine), TGF- β, PTEN (phosphatase and tensin homolog), 
BMP-2 (bone morphometric protein-2), sEphB4-Rezeptor, Bradykinin B1-
Rezeptor sowie Lipoxin identifiziert (Barnes et al., 1996, van Roeyen et al., 
2008, Ishizawa et al., 2009, Abrass et al., 2010, van Roeyen et al., 2012).  
 
1.5.4 Physiologisches und pathologisches Expressionsmuster der 
PDGF-Isoformen und ihrer Rezeptoren 
Alle vier Isoformen sowie die beiden Rezeptoren des PDGF-Systems werden in 
den meisten Zellen der Niere exprimiert (Floege et al., 2008). Die PDGFs 
gehören zu den potentesten Mitogenen für Zellen mesenchymalen Ursprungs 
und werden von Thrombozyten, Makrophagen, Endothelzellen und 
Mesangialzellen sekretiert (Andrae et al., 2008, Li und Eriksson, 2003). Der 
PDGFR-α ist in renalen interstitiellen Zellen exprimiert und zu einem gewissen 
Grad konstitutiv aktiv in Mesangialzellen und glatten Muskelzellen von renalen 
Arterien. Der PDGFR-β kommt in Mesangialzellen, glomerulären parietalen 
Epithelzellen, interstitiellen Zellen und glatten Muskelzellen vor (Ostendorf et 
al., 2012). Bei renalen Erkrankungen ist der PDGFR-α in glatten Muskelzellen 
und tubulointerstitiellen Zellen, der PDGFR-β in Mesangialzellen, parietalen und 
tubulären Epithelzellen, Endothelzellen sowie interstitiellen Zellen 
überexprimiert (Floege et al., 2008).  PDGF-AA wird physiologisch in Podozyten 
und Epithelzellen des distalen Nephrons, bei Pathologien in Mesangialzellen, 
Endothelzellen sowie glatten Muskelzellen exprimiert. PDGF-BB kommt in den 
Nieren gesunder Tiere nur marginal vor, ist aber überexprimiert in 
mesangioproliferativen Veränderungen wie der mesangioproliferativen 
Glomerulonephritis (Yoshimura et al., 1991). Die Lokalisation von PDGF-CC- 
und PDGF-DD-Expressionsmustern ist unterschiedlich in murinen und 
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humanen Nieren. PDGF-CC wird in Ratten in arteriellen glatten Muskelzellen 
und in Epithelzellen des Sammelrohrs (Eitner et al., 2002), in humanen Nieren 
hingegen in den parietalen Epithelzellen der Glomeruli, distalen 
Tubulusepithelzellen, Mesangialzellen sowie arteriellen Endothelzellen 
exprimiert. Bei Mäusen ist PDGF-CC in glomerulären und arteriellen 
Endothelzellen und glatten Muskelzellen nachweisbar. Eine Überexpression 
von PDGF-CC zeigt sich nach einem Nierenschaden in Podozyten, im 
Mesangium und umgebenden interstitiellen Zellen (Eitner et al., 2003). PDGF-
DD kommt in humanen Nieren in Podozyten und glatten Muskelzellen vor, in 
der Ratte jedoch nur in glatten Muskelzellen (Ostendorf et al., 2003). In 
Mäusenieren ist PDGF-DD konstitutiv in Mesangialzellen exprimiert (Taneda et 
al., 2003). Wie PDGF-BB spielt PDGF-DD als mesangiales Mitogen eine 
wichtige Rolle bei mesangioproliferativen Erkrankungen.  
Expressionsänderungen des PDGF-Systems gehen mit fast allen Modellen von 
Nierenerkrankungen einher, wie beispielsweise die renale Transplantation, 
Ischämie/Reperfusion, mesangioproliferative anti-Thy 1.1 Glomerulonephritis 
oder diabetische Nephropathie (Floege et al., 2008). Während PDGF-BB und 
PDGF-DD über den PDGFR-β vor allem zu mesangialer Zellproliferation und 
der Entwicklung von Glomerulosklerose führen, haben PDGF-CC und zu einem 
geringeren Grad auch PDGF-AA über den PDGFR-α Einfluss auf die 
tubulointerstitielle Zellproliferation, extrazelluläre Matrixproduktion und die 
Entwicklung von tubulointerstitieller Fibrose (Ostendorf et al., 2012).  
 
1.5.5 Funktion von PDGF-C 
PDGF-C gilt als Mitogen für verschiedene Zellen mesenchymaler Herkunft und 
wird vorrangig in Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Thrombozyten und 
Makrophagen exprimiert (Fang et al., 2004, Gilbertson et al., 2001, Hou et al., 
2010). Der Wachstumsfaktor PDGF-C spielt vor allem eine Rolle in der 
Organfibrose, Angiogenese, Arteriosklerose, Wundheilung und malignen 
Erkrankungen. Auch Inflammation, Chemotaxis, Differenzierung und 
Proliferation werden von PDGF-C reguliert (Bonner, 2004, Andrae et al., 2008, 
Reigstad et al., 2005). So induziert im Hinblick auf die Fibroseentstehung eine 
transgene Überexpression von PDGF-C im Herzen eine starke Proliferation 
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kardialer Fibroblasten und resultiert in interstitieller myokardialer Fibrose, 
kardialer Hypertrophie und schließlich Kardiomyopathie (Ponten et al., 2003, 
Raines, 2004). In der viral-induzierten Myokarditis ist eine Überexpression von 
PDGF-C nachweisbar (Reigstad et al., 2005). Außerdem zeigte sich eine 
Hochregulation von PDGF-C bei Bleomycin-induzierter Lungenfibrose und 
impliziert damit eine Rolle von PDGF-C in der Lungenfibrose (Zhuo et al., 
2004). Weiterhin entwickeln transgene Mäuse mit leberspezifischer PDGF-C-
Überexpression Leberfibrose, Steatose und ein hepatozelluläres Karzinom 
durch eine Aktivierung von hepatischen Sternzellen (Campbell et al., 2005). 
Neueste Erkenntnisse beschreiben PDGF-C als einen potenten 
proangiogenetischen Faktor, der die Differenzierung von Knochenmarkszellen 
zu Endothelzellen und glatten Muskelzellen induziert sowie endotheliale 
Progenitorzellen in ischämischen Konditionen mobilisiert (Li et al., 2005, Cao et 
al., 2002). Im Gehirn führt PDGF-C zu einer erhöhten Permeabilität der 
Bluthirnschranke beim ischämischen Schlaganfall (Su et al., 2008). Auch für die 
Embryogenese und Organentwicklung scheint PDGF-C von entscheidender 
Bedeutung zu sein, da es an der Entwicklung von Niere, ZNS, Herz und Ohr 
beteiligt ist (Reigstad et al., 2005). Genaue Erkenntnisse über die mögliche 
Rolle von PDGF-C in der Entstehung von akutem und chronischem 
Nierenversagen sowie renaler Fibrose stehen bisher noch aus. 
 
1.5.6 PDGF-C in der Pathogenese von Nierenerkrankungen 
Frühere Studien haben gezeigt, dass die PDGF-Isoformen in die Pathogenese 
verschiedener renaler Erkrankungen involviert sind, indem es zu einer 
Überexpression der PDGF-Rezeptoren und ihren Liganden kommt (Floege und 
Johnson, 1995, Abboud, 1995, Eitner et al., 2002, Eitner et al., 2003). Die 
Untersuchungen über die Rolle von PDGF in der Entwicklung von 
Nierenerkrankungen basieren hauptsächlich auf sklerosierenden glomerulären 
Läsionen wie die mesangioproliferative Glomerulonephritis, bei der kaum Anhalt 
für eine führende Rolle von PDGF-C zu erkennen war (Floege et al., 2007). Die 
Isoform PDGF-C scheint jedoch vor allem im Prozess der tubulointerstitiellen 
Fibrose eine Rolle zu spielen, da bei fibrosierenden Läsionen die Expression 
von tubulointerstitiellem PDGF-C stark hochreguliert ist (Eitner et al., 2003, 
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Ostendorf et al., 2012). Die funktionellen Eigenschaften von PDGF-C zur 
Induktion der renalen tubulointerstitiellen Fibrose wurden bisher nur in der UUO 
(unilateral ureteral obstruction), einem Modell für die primäre Entstehung von  
tubulointerstitieller Fibrose, untersucht (Eitner et al., 2008). Nach fünf Tagen 
sind in der UUO tubulointerstitielle Fibrose und Myofibroblasten-Akkumulation 
sowie Inflammation nachweisbar. Bei PDGF-C-Antagonisierung sowie bei 
PDGF-C-Defizienz waren jedoch signifikant weniger Inflammation und 
tubulointerstitielle Fibrose erkennbar, was sich in einer verminderten mRNA-
Expression und geringeren (immun)histochemischen Anfärbung der 
Fibrosemarker Fibronektin, Kollagen IV und α-SMA sowie einer reduzierten 
mRNA-Expression proinflammatorischer Chemokine und geringeren 
Leukozyteninfiltration darstellte.  
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1.6 Zielsetzung der Arbeit  
Obwohl in den letzten Jahren zunehmende Erkenntnisse bezüglich der 
Entstehung und Therapie von akutem und chronischem Nierenversagen 
gewonnen werden konnten, ist die Pathogenese noch nicht eindeutig geklärt.  
Während eine ältere Studie darlegen konnte, dass PDGF-B im akuten 
Nierenversagen möglicherweise einen wichtigen Faktor bei der Regeneration 
tubulärer Zellen darstellt (Nakagawa et al., 1999), ist über eine mögliche 
(patho)physiologische Rolle von PDGF-C hier bislang nichts bekannt. In dieser 
Arbeit sollte die Hypothese verfolgt werden, ob auch PDGF-C bei der 
Regeneration nach experimentellem ANV eine entscheidende Rolle spielt.  
In früheren Studien unserer Arbeitsgruppe konnten bereits die profibrotischen 
Eigenschaften von PDGF-C im Modell der UUO gezeigt und die Entstehung von 
Fibrose durch PDGF-C-Antagonisierung reduziert werden. Im Gegensatz zur 
UUO, einem Modell für primäre tubulointerstitielle Fibrose, ermöglicht das von 
uns verwendete und in diesem Zusammenhang noch nicht untersuchte Modell 
der Ischämie/Reperfusion eine detaillierte Analyse der Rolle von PDGF-C in der 
Entstehung von Entzündung und tubulointerstitieller Fibrose als sekundäres 
Geschehen des akuten Nierenversagens. Insbesondere sollte der Einfluss von 
PDGF-C auf die Tubulusschädigung und Regeneration nach IR untersucht 
werden, um die Bedeutung des Wachstumsfaktors für einen potentiellen 
therapeutischen Ansatz in der Bekämpfung des akuten Nierenversagens zu 
ermitteln.  
Die Beantwortung dieser Fragen sollte im tierexperimentellen Modell der 
renalen Ischämie/Reperfusion durch einen Vergleich von PDGF-C+/+-Mäusen 
mit PDGF-C-/--Mäusen in verschiedenen Phasen der Erkrankung erreicht 
werden.  
 
 
 
 
Material                                                                                     
 
21 
 
2 Material 
2.1 Reagenzien 
2-Propanol      Merck (Darmstadt) 
β-Mercaptoethanol     Sigma (Steinheim) 
Agarose      Eurogentec (Köln) 
Antigen Unmasking Solution  Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
Bromphenolblau     Sigma (Steinheim) 
BSA       Serva (Heidelberg) 
Chloroform     Sigma (Steinheim) 
DAB       Sigma(Steinheim) 
DAPI       Roche (Grenzach-Wyhlen) 
dNTP-Set 100 mM Solution   Roth (Karlsruhe) 
EDTA      Sigma (Steinheim) 
EGTA      Sigma (Steinheim) 
Eisessig/Essigsäure    Merck (Darmstadt) 
70% Ethanol     Hauseigene Apotheke 
95% Ethanol     Hauseigene Apotheke 
100% Ethanol     Hauseigene Apotheke 
Ethanol, absolut    Merck (Darmstadt) 
Ethidiumbromid     Merck (Darmstadt) 
Gel Red      VWR International (West Chester, USA) 
First Strand Buffer (5x)    Invitrogen (Karlsruhe) 
Forene-Isofluran    Abbott (Baar) 
37% Formaldehyd    Merck (Darmstadt)    
25% Glutaraldehyd    Merck (Darmstadt) 
Glycin      Merck (Darmstadt) 
Glycerin     Merck (Darmstadt) 
H2O2      AppliChem (Darmstadt) 
Hämatoxylin     Sigma (Steinheim) 
Hepes      Roth (Karlsruhe) 
Immumount      Dako (Glostrup, Dänemark) 
KH2PO4     Merck (Darmstadt) 
Magnesiumchlorid     Merck (Darmstadt) 
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Methanol      VWR International (West Chester, USA) 
Methyl-Grün      Sigma (Steinheim) 
Milchpulver     Roth (Karlsruhe) 
MgCl2      Invitrogen (Karlsruhe) 
M-MLV RT      Invitrogen (Karlsruhe) 
Na-Acetat     Merck (Darmstadt) 
Na-Cacodylat    Sigma (Steinheim)   
Na2HPO4     Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid     VWR International (West Chester, USA) 
Natriumorthovanadat   Sigma (Steinheim) 
NaOH      Merck (Darmstadt) 
NiCl2      Sigma (Steinheim) 
Novex 4-12% Bis-Tris Gel   Invitrogen (Karlsruhe) 
NuPAGE® MES SDS Laufpuffer (20x)  Invitrogen (Karlsruhe) 
Paraformaldehyd     Sigma (Steinheim) 
PBS       Gibco (Karlsruhe) 
Perjodsäure     Merck (Darmstadt) 
Primer-random     Roche (Grenzach-Wyhlen) 
Protease-Phosphatase Inhibitor   Thermo Scientific (Waltham, USA) 
Proteinase K     Roche (Grenzach-Wyhlen) 
RNAlater® Solution    Ambion (Austin, USA) 
RNAsin     Promega (Mannheim) 
Salzsäure, rauchend    Roth (Karlsruhe) 
Schiffsreagenz    Merck (Darmstadt) 
SDS       Serva (Heidelberg) 
Spectra™ Multicolor Broad Range  Thermo Scientific (Rockford, USA) 
Protein Ladder  
Taq Polymerase    Invitrogen (Karlsruhe) 
Tris       Biorad (München) 
Triton X-100     Sigma (Steinheim) 
Tween-20      Biorad (München) 
Xylol      Hauseigene Apotheke 
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2.2 Puffer und Lösungen 
PBS (Phosphat-buffered-saline) (4x), pH 7,4 
     23,68 g  Na2HPO4 (H2O frei)  
6,88 g  KH2PO4 (H2O frei)   
115,20 g  NaCl   
ad 4 l Aqua dest. 
 
pH 7,2-7,4 mit 5N NaOH einstellen 
zur Herstellung der Gebrauchslösung 1:4 mit Aqua dest. verdünnen 
 
TTBS (Tween/Tris-buffered-saline) 
60 ml   5 M NaCl  
50 ml   1 M Tris, pH 8 
8 ml   25% Tween-20  
ad 2 l  Aqua dest. 
 
1% BSA/PBS  
1 g   BSA  
99 ml   PBS (1x)   
 
2% BSA/TTBS 
2 g   BSA   
98 ml   TTBS   
 
Tris-Puffer (10x), pH 7,6 
 61 g   Tris 
 116,9 g NaCl 
 ad 500 ml  Aqua dest. 
 
 pH 7,6 mit 1 N HCl einstellen 
ad 1 l Aqua dest.   
zur Herstellung der Gebrauchslösung (1x) 1:10 mit Aqua dest. verdünnen 
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Tris-Puffer (10x), pH 8,3 
 61 g   Tris 
 116,9 g NaCl 
 ad 500 ml  Aqua dest. 
 
 pH 8,3 mit 1 N HCl einstellen 
ad 1 l Aqua dest.  
zur Herstellung der Gebrauchslösung (1x) 1:10 mit Aqua dest. verdünnen 
 
DAB (3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid) 
 1 g   DAB  
 26,4 ml Tris-Puffer (1x), pH 7,6 
 
DAB-Arbeitslösung  
 4 ml   DAB-Lösung 
175 ml  Tris-Puffer (1x), pH 7,6 
1 ml   8% NiCl2  
0,1 ml  30% H2O2  
 
8% NiCl2-Lösung 
 2 g   NiCl2 
 25 ml   Aqua dest. 
 
Methyl-Grün-Färbelösung 
 20 g   Methyl-Grün  
 735 ml 0,1 M Essigsäure 
 265 ml 0,1 M Na-Acetat 
  
 pH 4,2 mit 1 N HCl oder 1 N NaOH einstellen, filtrieren 
 
2% Perjodsäure 
 4 g   Perjodsäure 
 ad 200 ml  Aqua dest. 
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Proteinase K Stocklösung  
20 mg  Proteinase K 
500 µl  10 nM Tris/HCl Puffer, pH 7,4-8 
500 µl  Glycerin 
 
Proteinase K Arbeitslösung  
200 ml  10 nM Tris/HCl Puffer, pH 7,4-8  
200 µl  Proteinase Stocklösung  
 
0,5 M Stacking-Buffer (4x), pH 6,8 
60,57 g  Tris  
ad 1 l   Aqua dest. 
 
pH 6,8 mit 1 N HCl einstellen 
 
SDS-Probenpuffer (4x) 
2,4 ml  H2O      
2,4 ml  Stacking-Buffer (4x)   
2 ml   Glycerin    
2 ml   10% SDS  (10g Natriumdodecylsulfat in 90 ml Aqua dest.)  
1 ml   β-Mercaptoethanol  
200 µl  1% Bromphenolblau  
40 µl   0,5 M EDTA  
 
Transferpuffer (10x) 
14,4 g  Glycin  
3,03 g  Tris  
200 ml  Methanol  
1 l  Aqua dest. 
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Stripping-Buffer 
 1,5 g   Glycin 
 0,1 g   SDS 
 1 ml   Tween-20 
 ad 100 ml  Aqua dest.  
 
 pH 2,2 mit 1 N HCl einstellen 
 
TAE Stocklösung (50x) 
242 g   Tris 
57,1 ml Eisessig 
100 ml  0,5 M EDTA, pH 8,0 
ad 1 l   Aqua dest.  
 
TAE (1x) 
 40 ml  TAE Stocklösung (50x) 
 1960 ml Aqua dest. 
 
Methacarn 
 600 ml 100% Methanol  
 300 ml  Chloroform 
 100 ml 100% Essigsäure 
 
4% Formalin, pH 7,0 
6,5 g   Na2HPO4 (H2O frei)  
4 g   NaH2PO4 x H2O 
100 ml  37% Formalin 
ad 1 l  Aqua dest. 
 
pH 7,0 mit 1 N HCl oder 1 N NaCl einstellen, filtrieren 
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½ Karnovsky-Lösung 
Stock A: 0,2 M Na-Cacodylat-Puffer, pH 7,4 
8,56 g  Na-Cacodylat 
 200 ml Aqua dest. 
 
Stock B: 10% Paraformaldehyd 
 10 g   Paraformaldehyd 
 90 ml   Aqua dest.  
   
 pH 7,2-7,4 mit NaOH einstellen, filtrieren 
 
Arbeitslösung: 
100 ml  Stock A 
 40 ml  Stock B 
 20 ml   25% Glutaraldehyd 
 50 ml   Aqua dest.  
 
Lyse-Puffer (Bokemeyer-Puffer), pH 7,0 
 50 mM Hepes, pH 7,5   6,0 g   
 150 mM NaCl   4,38 g  
 1,5 mM MgCl2 (Hexahydrat)  0,152 g  
1,0 mM EGTA    0,190 g   
10% Glycerin    50 ml    
1% Triton X-100    5 ml    
Aqua dest.     500 ml   
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2.3 Primer und Sonden 
Alle verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen und die verwendeten 
Sonden von Eurogentec bezogen.  
Alle Sequenzen sind in 5’-3’-Richtung angegeben.  
 
Tab. 2.1: Verwendete Primer für die Detektion mit SybrGreen  
Gene Forward Primer Reverse Primer 
GAPDH GGCAAATTCAACGGCACAGT AGATGGTGATGGGCTTCCC 
Kollagen I TCGCTTCACCTACAGCACCC TGACTGTCTTGCCCCAAGTTC 
Kollagen III TGAAGATGTCGTTGATGTGCAG GCAGTGGTATGTAATGTTCTGGGA
G 
MCP-1 TGGCTCAGCCAGATGCAGT ATTGGGATCATCTTGCTGGTG 
RANTES AGTGCTCCAATCTTGCAGTCG CACTTCTTCTCTGGGTTGGCA 
CCR2 TGTGATTGACAAGCACTTAGACCA ATGACAGGATTAATGCAGCAGTGT 
 
 
Tab. 2.2: Verwendete Primer und Taqman-Sonden für die Detektion mit Sonden  
Gene Forward Primer Reverse Primer Sonde 
GAPDH GGCAAATTCAACGGCA
CAGT 
AGATGGTGATGGG
CTTCCC 
AAGGCCGAGAATGGG
AAGCTTGTCATC 
PDGF-A ACTTCCTGATCTGGCC
CCC 
TGAAGGCTGGCACT
TGACG 
TGTGGAGGTGAAGCG
CTGCACTG 
PDGF-B CCATCCGCTCCTTTGA
TGAT 
AAGTCCAGCTCAGC
CCCAT 
CGCCTGCTGCACAGA
GACTCCGTA 
PDGF-C CTGGTGTGGAGATTAG
TTGCAGTAG 
CCAGCCCAAATCTC
TCATCAA 
TGAAAATGTGCGGATC
CAGCTGACA 
PDGF-D GACACTTTTGCGACTC
CGC 
TGTGAGGTGATTGC
TCTCATCTC 
TTGCGCAATGCCAACC
TCAGGA 
PDGFR-α AACGGAACCTTCAGCG
TGG 
AACTCGCTGGTCTT
GAACGTC 
CCTTACATCTGTGAGG
CCACCGTCAAA 
PDGFR-β GAGGCTTATCCGATGC
CTTCT 
AAACTAACTCGCCA
GCGCC 
CCTGTGGCTCAAGGAC
AACCGTACCTT 
Kollagen IV GGCGGTACACAGTCAG
ACCAT 
TGGTGTGCATCACG
AAGGA 
TCCGCAGTGCCCTAAC
GGTTGGT 
α-SMA AACGCTTCCGCTGC
CC 
CGTGGATGCCCG
CTGA 
TCTCTTCCAGCCATC
TTTCATTGGGATG 
Fibronektin GATGGAATCCGGGAGC
TTTT 
TGCAAGGCAACCAC
ACTGAC 
CCGGCCTGAGGCCCT
GCAG 
 
Tab. 2.3: Verwendete Primer für die Genotypisierung der PDGF-C-Tiere  
Gene Forward Primer Reverse Primer 
PDGF- C
+/+
, UE4 AGCTGACATTTGATGAGAG
AT 
AGTAGGTGAAATAAGAGGTG
AACA 
PDGF-C mutiert, UE5 CTCATGTTCTCGTGACTCT
GA 
TAGCTAGTCGATACCGTCGA 
 
 
Material                                                                                     
 
29 
 
2.4 Antikörper 
Tab. 2.4: Verwendete Primärantikörper 
  Antigen 
 
Host Klonalität Verdünnung Hersteller 
CD3,  
anti-human 
rat monoklonal 1:50 Serotec  
(Oxford, UK) 
ER-HR3  
anti-mouse 
rat monoklonal 1:50 BMA Biomedicals 
 (Augst, Schweiz) 
Fibronektin  
anti-rat 
rabbit polyklonal 1:500 Millipore  
(Temecula, USA) 
Kollagen I  
anti-human 
goat polyklonal 1:100 Southern Biotech  
(Birmingham, UK) 
Kollagen IV 
anti-human 
goat polyklonal 1:100 Southern Biotech  
(Birmingham, UK) 
F4/80  
anti-mouse 
rat monoklonal 1:800 Serotec  
(Oxford, UK) 
PCNA  
anti-human 
mouse monoklonal 1:1000 Calbiochem  
(Merck, Darmstadt) 
Ly6G 
anti-mouse 
rat monoklonal 1:50 BD Biosciences Pharmingen 
(USA) 
α-SMA 
anti-human 
mouse monoklonal 1:500 Dako 
 (Hamburg) 
NGal  
anti-mouse 
goat polyklonal 1:1000 R&D Systems  
(Wiesbaden-Nordenstadt) 
KIM-1 
anti-mouse 
goat polyklonal 1:500 R&D Systems  
(Wiesbaden-Nordenstadt) 
Erk 
anti-mouse 
rabbit polyklonal 1:1000 Cell Signaling Technology 
(Beverly, USA) 
GAPDH 
anti-rabbit 
mouse monoklonal 1:1000 Santa Cruz Biotechnology 
(Santa Cruz, USA) 
 
Tab. 2.5: Verwendete Sekundärantikörper 
  Antigen 
 
Host Klonalität Verdünnung Hersteller 
IgG, anti-goat, 
biotinyliert 
rabbit polyklonal 1:300 Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
IgG, anti-rat,  
biotinyliert 
rabbit polyklonal 1:300 Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
IgG, anti-rabbit, 
biotinyliert 
goat polyklonal 1:300 Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
IgG, anti-mouse, 
biotinyliert 
horse polyklonal 1:300 Vector Laboratories 
(Burlingame, USA) 
IgG, anti-goat, 
HRP-konjugiert 
rabbit polyklonal 1:10000 Dako (Hamburg) 
IgG, anti-goat 
Fluorescein 
donkey polyklonal 1:500 Dianova (Hamburg) 
IgG, anti-mouse 
Fluorescein 
rabbit polyklonal 1:500 Boehringer (Mannheim) 
 
 
 
 
 
 
Material 
 
30 
 
2.5 Sonstige Reagenzien 
ABC-Kit „Elite“, PK-6100   Vectastain (Camon, CA, USA) 
BCA-Protein-Assay    Pierce (Rockford, USA) 
DNeasy® Blood and Tissue Kit  Qiagen (Hilden) 
Mouse NGal ELISA Kit  BioPorto Diagnostics (Gentofte,  
Dänemark) 
In situ Cell Death Detection Kit,  Roche (Grenzach-Wyhlen) 
Fluorescein 
Pierce ECL Western Blotting Substrate  Thermo Scientific (Rockford, USA) 
QIAshredder™    Qiagen (Hilden) 
qPCR™ Core Kit     Eurogentec (Köln) 
RNeasy® Mini Kit    Qiagen (Hilden)  
Roti® Histo-Kitt    Roth (Karlsruhe) 
 
2.6 Geräte 
7300 Real Time PCR System   Applied Biosystems (Foster City, USA) 
Amersham Hyperfilm™ ECL  GE Healthcare (Buckinghamshire,USA) 
Brutschrank Hera cell    Heraeus (Hanau) 
Curix 60, Entwickler   AGFA (Greenville, USA) 
Gelkammer Mini-Sub® Cell   GT Biorad (München) 
Gelkammer Sub Cell®    GT Biorad (München) 
Gewebeeinbettstation EG 1160   Leica (Wetzlar) 
Gewebeentwässerungsautomat mtm   Slee (Mainz) 
Kugelmühle MM3000   Retsch (Haan) 
Magnetrührer MR 2002    Heidolph (Schwabach) 
Magnetrührer MR 3001    Heidolph (Schwabach) 
Mikroskop BX-41    Olympus (Hamburg) 
Mikroskop BX-50    Olympus (Hamburg) 
Mikroskop CK 40    Olympus (Hamburg) 
Mikrowelle      Bosch (Stuttgart) 
Milli-Q® Synthesis    Millipore (Schwalbach) 
Multifuge 3L-R     Heraeus (Hanau) 
Multikanalpipette, 30-300 Xl   Eppendorf (Hamburg) 
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Novex Minicell    Invitrogen (Karlsruhe) 
Objekträger SuperFrost Plus®  Menzel (Braunschweig) 
pH-Meter PHM 210    Radiometer Kopenhagen  
(Willich-Schiefbahn) 
Pipetboy acu     Integra Biosciences (Fernwald) 
Pipetten, verschiedene    Eppendorf (Hamburg) 
Pipetten, verschiedene    Gilson (Middleton, USA) 
Power Pac 200     Biorad (München) 
Power Pac 3000     Biorad (München) 
Rollen-Mischgerät RM 5 (Rollschüttler)  neoLab (Heidelberg) 
Spectrophotometer Ultrospec 3000  Pharmacia Biotec (Piscataway, USA) 
Sunrise ELISA-Reader    Tecan (Mainz) 
Taumel-Wipptisch WT12 (Schüttler)  Biometra (Göttingen) 
Temperatur Controller TC 1000  CWE Incorporated (USA) 
Thermocycler     Landgraf (Langenhagen) 
Ultraschallgerät UV 200   Bandelin electronics (Berlin) 
Varioklav H+P     Labortechnik (München) 
Vortex-Genie® 2     Scientific Industries (New York, USA) 
Vortex Genie™     Scientific Industries (New York, USA) 
Waage ST77E     Stroehlein (Viersen) 
Wasserbad 1083    GFL (Burgwedel) 
Western Blot Kammer    Biorad (München) 
Zentrifuge 5417R und 5415D  Eppendorf (Hamburg) 
 
2.7 Software 
Analysis Pro     Olympus (Hamburg) 
Image J, 1.44    Wayne Rasband 
Magellan Version 6    Tecan (Mainz) 
Quantity One    Biorad (München) 
Scion Image 4.03    Scion Corporation (Frederick, USA) 
Windows Excel    Microsoft 
Methoden 
 
32 
 
3 Methoden 
3.1 Tierversuche 
3.1.1 Herkunft und Haltung der Tiere 
Die PDGF-C-defizienten Mäuse mit einem genetisch gemischten Hintergrund 
aus SV129 und C57BL/6 wurden von Andras Nagy (Samuel Lunenfeld 
Research Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto, Kanada) und Christer 
Betsholtz (Department of Medical Biochemistry and Biophysics, Karolinska 
Institute, Stockholm, Schweden) generiert und im Institut für Versuchstierkunde 
des Universitätsklinikums Aachen gezüchtet. Anders als PDGF-C-/--Mäuse auf 
reinem SV129 Hintergrund zeigen die Tiere mit gemischtem genetischem 
Hintergrund keine perinatale Letalität. Die tierexperimentellen Versuche wurden 
mit 14-Wochen alten männlichen Mäusen durchgeführt.   
 
Die Haltung der Mäuse erfolgte im Tierstall des Universitätsklinikums Aachen in 
transparenten mit Weichholzgranulat ausgelegten Plastikkäfigen. Alle Tiere 
wurden unter standardisierten Bedingungen in kontrolliert beleuchteter und 
temperierter Umgebung (12 h Tag/Nacht-Rhythmik, relative Luftfeuchtigkeit von 
40-60% und Raumtemperatur von 20 °C) mit freiem Zugang zu Wasser und 
Futter gehalten. Alle Tierexperimente erfolgten in Übereinstimmung mit den 
deutschen Tierschutzrichtlinien. 
 
 
3.1.2 Genotypisierung 
Die Genotypisierung der Zuchttiere erfolgte durch PCR mit DNA aus 
Schwanzspitzenbiopsien, die im Alter von 4-6 Wochen gewonnen wurden.  
 
Die Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction = PCR) ist ein in 
vitro-Verfahren zur Amplifikation definierter DNA-Bereiche. Hierbei dient eine 
Matrizen-DNA der hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem thermophilen 
Bakterium Thermus Aquaticus (Taq Polymerase) als Vorlage für die Synthese 
eines komplementären Stranges. Zwei Oligonukleotid-Primer hybridisieren 
dabei jeweils an einem Ende des zu amplifizierenden DNA-Bereiches mit dem 
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(+)-Strang bzw. dem (-)-Strang und dienen so der Polymerase als Startpunkt für 
die Reaktion. Die PCR wird in einem Thermocycler durchgeführt und unterliegt 
einem dreistufigen Zyklus, welcher 35-mal wiederholt wird.  
 
1. DNA-Denaturierung: Durch Erhitzen der Probe auf 94 °C kommt es 
durch das Aufbrechen der Wasserstoffbrückenbindungen zur Trennung 
der DNA-Doppelstränge in Einzelstränge. 
2. Primerhybridisierung (Primer Annealing): Durch Absenken der 
Temperatur auf 52 °C wird die Anlagerung der Primer an die DNA-
Matrize ermöglicht. Die Hybridisierungstemperatur richtet sich dabei 
nach Länge und GC-Gehalt der Primer und liegt meist 2-3 °C unter dem 
Schmelzpunkt der Primersequenzen.  
3. Elongation (Polymerisation): Die Synthese des komplementären DNA-
Stranges aus Desoxynukleosidtriphosphaten erfolgt, bedingt durch die 
hohe Hitzestabilität der Taq Polymerase, bei 72 °C. 
 
In einem Enzymverdau mit dem DNeasy® Blood and Tissue Kit wurde die DNA 
nach Herstellerangaben gewonnen. Die Genotypisierungs-PCR erfolgte mit den 
in Tab. 2.3 beschriebenen Oligonukleotiden. Der PCR-Reaktionsansatz ist in 
Tab. 3.1 dargestellt.  
 
Tab. 3.1: PCR-Reaktionsansatz für die PDGF-C-Genotypisierung 
Reagenzien für 4 μl DNA Menge für 1 Reaktionsansatz  
Puffer (10x)  5 µl 
MgCl2  1,5 µl 
dNTPs 1 µl 
DNA aus Schwanzbiopsie 4 µl 
5'UE4 (20 pmol/µl) 2,5 µl 
3'UE4 (20 pmol/µl) 2,5 µl 
5'UE5 (20 pmol/µl) 2,5 µl 
3'UE5 (20 pmol/µl) 2,5 µl 
Taq Polymerase  0,3 µl 
Aqua dest. 28,2 µl 
 
Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler nach folgendem Temperaturprofil: 5 
min bei 94 °C, danach für je 1 min bei 94 °C, bei 52 °C  und bei 72 °C. 
Anschließend wurden die Schritte zwei bis vier 34-mal wiederholt. Zum Schluss 
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folgte ein Verlängerungsschritt für 8 min auf 72 °C, eine darauf folgende 
Dauerschleife konservierte die PCR-Produkte bei 8 °C. 
Zur Visualisierung und Analyse der PCR-Produkte wurde der gesamte Ansatz 
auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (Abb. 
3.1).  
Die DNA bereits charakterisierter Mäuse war Grundlage für Positiv- und 
Negativkontrollen. 
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Abb. 3.1: Genotypisierung der PDGF-C-Mäuse  
 
3.1.3 Modell der renalen Ischämie/Reperfusion (IR) 
Die Tiere waren in drei Versuchsgruppen eingeteilt, innerhalb derer sie 
miteinander verglichen wurden. Alle Gruppen wurden gleich behandelt und 
operiert, aber jeweils zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach 1, 5 und 21 Tagen 
getötet. Experimentell bedingt sind bei einigen Untersuchungen weniger Werte 
der Tiere pro Versuchszeitpunkt dargestellt.   
Die renale Ischämie wurde wie folgt für 30 min durchgeführt: Die Mäuse 
erhielten zur Vollnarkose Ketamin/Rompun i.p. (100 mg/kg KG + 10 mg/kg KG), 
danach erfolgten die Rasur und Desinfektion der linken Flanke und ein 
Flankenschnitt. Die Operation fand unilateral an der linken Niere statt. Die Niere 
wurde dargestellt und der Nierengefäßstiel mit einer nichttraumatischen 
„Mikroaneurismen“-Klemme abgeklemmt. Für die Dauer der Ischämie 
verschloss man den Einschnitt vorübergehend und die Mäuse verblieben für  
30 min auf einem Wärmekissen bei 37 °C in Narkose. Am Ende der 30-
minütigen Ischämiezeit wurde die Klemme vorsichtig gelöst. Nachdem man sich 
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von der ordnungsgemäßen Reperfusion der Niere überzeugt hatte, erfolgte ein 
zweischichtiger Wundverschluss. Bei sham-Kontrolltieren wurde die linke Niere 
mit einer nichttraumatischen Pinzette manipuliert, jedoch nicht abgeklemmt. 
Auch hier wurde der Einschnitt für 30 min vorübergehend geschlossen und die 
Wunde zweischichtig verschlossen. Analgesie erfolgte durch Buprenorphin 
0.05-0.1 mg/kg KG s.c. alle acht Stunden für die nächsten drei Tage.  
 
3.1.4 Organentnahme  
Vor Tötung der Tiere wurde den Mäusen in Isofluran-Kurznarkose Blut retro-
orbital entnommen. Die Tötung erfolgte durch cervikale Dislokation. Danach 
vollzog man eine mediane Laparatomie, um die Nieren freizupräparieren, zu 
entkapseln und zu entnehmen.  
Die entnommenen Nieren wurden makroskopisch begutachtet und ihre Größe 
gemessen.  
Zur Gewebegewinnung wurden sowohl die operierte linke Niere als auch die 
rechte Niere als Kontrolle transversal und coronar geschnitten. Von jeder Niere 
legte man je ein Viertel zur Fixierung in Methacarn und Formalin. Zur 
Herstellung von Gefrierschnitten wurde ein weiteres Viertel in OCT-Tissue-Tek-
Gel in einem Cryomold Einbettschälchen eingebettet und zum Schockgefrieren 
in eiskaltes Methylbutan getaucht. Teile von Kortex und äußerer Medulla aus 
dem vierten Viertel wurden zur RNA-Gewinnung in RNA-Later gegeben sowie 
zur Proteinuntersuchung in Kryo-Röhrchen auf Trockeneis gelegt. Die Biopsate 
zur Protein- und mRNA-Bestimmung sowie für die Gefrierschnitte lagerte man 
anschließend in einem -80 °C Gefrierschrank. Zur Genotypisierung wurden 
Schwanzbiopsien entnommen. Außerdem wurden Gewebeproben für die 
Elektronenmikroskopie gewonnen, indem man 1mm große Würfel des 
Nierenkortex in ½ Karnovsky-Lösung gab.  
 
3.1.5 Serum- und Urinanalyse 
Das Blut wurde in einem Serum-Röhrchen aufgefangen und anschließend für 
10 min bei 4 °C und 3500 rpm zentrifugiert. Die Bestimmung des 
Serumkreatinins, Serumharnstoffs und der Serumproteinurie erfolgte im Labor 
für Versuchstierkunde der Universitätsklinik Aachen.  
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Zur Gewinnung von Sammelurin verbrachten die Tiere die Nacht vor der 
Operation und der Tötung in Stoffwechselkäfigen, in denen der Urin mit 
Sammelbechern aufgefangen wurde. Im Labor für Versuchstierkunde der 
Universitätsklinik Aachen fand die Bestimmung von Urinkreatinin und 
Urinprotein statt.  
 
3.2 Proteinbiochemische Methoden 
3.2.1 Herstellung von Proteinlysat aus Gewebe  
Von den bei -80 °C gelagerten Biopsaten wurden kleine Stücke abgetrennt. Die 
chemische Zelllyse erfolgte je Probe mittels Zugabe von 1 ml Lysepuffer 
(Bokemeyer-Puffer), 5 µl Thyrosinphosphataseinhibitor Na-orthovanadat sowie 
einer Tablette Protease-Phosphatase-Inhibitor in einem Reaktionsgefäß. 
Anschließend wurden die Zellen mechanisch mit Hilfe eines Homogenisators 
lysiert und unmittelbar danach auf Eis gelagert, um eine zu schnelle 
Degradation der Proteine zu vermeiden. Anschließend wurde das Lysat 
zusätzlich für 3 x 10 s mit dem Ultraschallgerät sonifiziert. Zum Abtrennen 
größerer Membranreste erfolgte die Zentrifugation der Proben für 15 min bei 4 
°C und 14000 rpm. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt 
und bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.  
 
3.2.2 Gesamtproteinbestimmung mittels BCA-Assay  
Die Gesamtproteinkonzentration der einzelnen Zelllysate erfolgte nach der von 
Paul Smith 1985 beschriebenen Biuret-Methode unter Verwendung von 
Bicinchoninsäure mittels photochemischer Analyse (Smith et al., 1985). Dieser 
Methode liegt die Eigenschaft von Proteinen zugrunde, im alkalischen Bereich 
Cu2+ zu Cu+ zu reduzieren. Durch Chelatbildung zwischen dem einwertigen 
Kupfer und Bicinchoninsäure (BCA) entsteht ein violetter Kupferkomplex, der 
bei einer Wellenlänge von 562 nm photometrisch detektierbar ist.  
 
Die Durchführung der Messung erfolgte in 96-well-ELISA-Platten. Für alle 
Proben wurden Doppelbestimmungen gemessen und nachher der Mittelwert 
bestimmt. Die Proben verdünnte man 1:5 mit Aqua dest. und pipettierte jeweils 
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10μl in ein well. Die Eichkurve wurde mit dem vom Hersteller gelieferten 
Standard (bovines Serumalbumin, BSA) in folgenden Konzentrationen 
hergestellt: 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0,0625 
mg/ml und ein Leerwert mit Aqua dest.. Anschließend erfolgte die Erzeugung 
des Biuret-Reagenzes nach Herstellerangaben, indem Reagenz A und 
Reagenz B in einem Verhältnis von 1:50 gemischt wurden. Nach Zugabe von je 
200 μl des BCA-Reagenzes in jedes well fand eine 30-minütige Inkubation bei 
37 °C im Brutschrank statt. Die anschließende Absorptionsmessung führte man 
bei einer Wellenlänge von 562 nm im ELISA-Lesegerät Tecan durch. Die 
Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve.  
 
3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach 
Laemmli ermöglicht die Trennung von Proteinen im elektrischen Feld abhängig 
von ihrer Molekülmasse (Laemmli, 1970). Dazu werden die denaturierten 
Proteinproben mit dem amphiphilen Sodiumdodecylsulfat versetzt. Über den 
hydrophoben, aus einer Kohlenwasserstoffkette bestehenden Bereich des SDS 
erfolgt die Bindung an den hydrophoben Bereich der Proteine, sodass die 
hydrophile Kopfgruppe nach außen zeigt. Die SDS-Protein-Komplexe werden 
im elektrischen Feld durch ein Polyacrylamidgel, das als Trennmedium fungiert, 
der Proteingröße nach aufgetrennt, welche sich proportional zum 
Molekulargewicht verhält.  
Zur Durchführung der SDS-Page wurden 20 µg Protein pro Probe in Lysepuffer 
(Bokemeyer-Puffer) gegeben. Anschließend versetzte man die Proben mit 4x 
SDS-Probenpuffer und erhitzte sie 3 min bei 95 °C. Währenddessen wurde das 
Novex 4-12% Bis-Tris Gel aus der Plastikumhüllung entnommen und in eine 
Wasserwanne gelegt. Danach erfolgten der Aufbau der Elektrophoresekammer 
nach Herstellerangaben, der Einbau der Gelplatten sowie die Füllung der 
Kammern mit NuPAGE® MES Laufpuffer (1x). Nach kurzer Zentrifugation 
wurden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert, der Spectra™ Multicolor 
Broad Range Protein Ladder Molekulargewichtsmarker wurde mitgeführt. Die 
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 150 V für etwa 1 Stunde und 15 
min.  
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3.2.4 Western Blot 
Das Western Blot-Verfahren dient dem Nachweis spezifischer Proteine. Nach 
der Proteinauftrennung mittels SDS-Page erfolgt der Elektrotransfer der 
Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Towbin et al., 1992). Die negativ 
geladenen Proteine wandern in einem elektrischen Feld zur Anode und werden 
so auf die Membran übertragen, wo sie über hydrophobe Wechselwirkungen 
und Wasserstoffbrücken gebunden werden. Das spezifische elektrophoretische 
Auftrennungsmuster bleibt hierbei erhalten. Die Proteine werden durch einen 
spezifischen Primärantikörper markiert und mit einem Peroxidase-konjugierten 
Sekundärantikörper detektiert, der das in der ECL-Lösung enthaltene Substrat 
in einer Chemilumineszenzreaktion durch Oxidation umsetzt.   
 
Kathode
Anode
Schwamm
Whatman Paper
Gel 
Nitrocellulosemembran
Whatman Paper
Schwamm
 
Abb. 3.2: „Sandwich“-Aufbau zur Übertragung von Proteinen von einem SDS-Gel auf eine  
Nitrocellulosemembran  
 
Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde in 
vorgekühltem Transferpuffer durchgeführt. Folgender Materialaufbau erfolgte 
blasenfrei von der Kathoden- zur Anodenseite: Polyurethanschwamm, 
Filterpapier (Whatman Paper), SDS-Gel, Nitrocellulosemembran, Filterpapier 
(Whatman Paper), Polyurethanschwamm (Abb. 3.2). Das fertiggestellte 
„Sandwich“ wurde in der mit kaltem Transferpuffer gefüllten Blottingkammer 
fixiert und bei 100 V für eine Stunde geblottet. Nach erfolgreichem Transfer 
wurde die Membran mit TTBS für 6 x 5 min auf dem Schüttler gewaschen und 
unspezifische Bindungsstellen durch 1-stündige Inkubation in 5% 
Milchpulver/TTBS bei Raumtemperatur geblockt. Nach einem erneuten 
Waschgang für 6 x 5 min in TTBS auf dem Schüttler erfolgte die Inkubation der 
Membran mit dem Primärantikörper NGal (Verdünnung 1:1000 in TTBS) über 
Nacht bei 4 °C auf dem Rollmischer. Am nächsten Tag wurde die Membran 
erneut für 6 x 5 min in TTBS auf dem Schüttler gewaschen, um überschüssigen 
Primärantikörper zu entfernen. Anschließend erfolgte die 1-stündige Inkubation 
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mit dem Sekundärantikörper (Verdünnung 1:10000 in TTBS) bei 
Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt für 6 x 5 min in TTBS 
wurde die Nitrocellulosemembran für 1 min mit der luminol- und 
verstärkersubstanzhaltigen ECL-Detektionslösung überschichtet. Anschließend 
wurde die überschüssige Detektionslösung entfernt und die Membran 
luftblasenfrei zwischen Overhead-Folien gelegt. Ein Film wurde in einer 
Filmkassette über die Membran gelegt, für eine geeignete Zeit exponiert und 
entwickelt. Die Auswertung der optischen Dichte der Banden erfolgte mit Hilfe 
der Software Quantity One. Es wurden die Intensität der Banden auf demselben 
Blot vermessen und der Mittelwert der Sham-Kontrolltiere auf 1 gesetzt. 
Um die Membran erneut mit einem Primärantikörper, z.B. mit den 
Ladekontrollen anti-Erk oder anti-GAPDH, hybridisieren zu können, musste der 
vorher verwendete Primärantikörper von der Membran entfernt werden 
(„Strippen“). Die Ladekontrollen konnten so auf der gleichen Membran detektiert 
werden. Dazu wurden pro Membran 10 ml Stripping-Buffer bei 56 °C erhitzt und 
zusammen mit 5 µl Mercaptoethanol für 30 min bei 56 °C inkubiert. Dann folgte 
ein 6 x fünfminütiger Waschgang der Membranen in TTBS auf dem 
Rollmischer. Die Membran wurde mit 5 % Milchpulver für eine Stunde geblockt 
und danach 6 x 5 min in TTBS gewaschen. Anschließend erfolgte die 
Inkubation mit dem Primärantikörper anti-Erk (1:1000) oder anti-GAPDH 
(1:1000) für 1 Stunde. Das Auftragen des Sekundärantikörpers und die 
Entwicklung des Films geschahen genauso wie beim Western Blot (siehe 
oben).  
 
3.2.5 Enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest (ELISA)  
Die ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)-Technik basiert auf dem 
Antikörper-Sandwich-Prinzip und dient dem quantitativen Nachweis der 
Antigenkonzentration. Das gesuchte Antigen wird über den capture antibody 
gebunden. Der biotinylierte detection antibody bindet das enzym-konjugierte 
Streptavidin (Streptavidin-Biotin-Bindung), wodurch das Chromogen in einen 
photometrisch messbaren Farbstoff umgewandelt wird (Abb. 3.3) (Voller, 1978). 
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Abb. 3.3: Allgemeines Prinzip der ELISA-Technik: (1) Die wells werden mit dem capture 
antibody beschichtet. (2) Das gesuchte Antigen bindet an den capture antibody. (3) Der 
biotinylierte detection antibody wird zugegeben und bindet an das Antigen. (4) Streptavidin-HRP 
bindet an den Biotin-konjugierten detection antibody. (5) In einer Farbreaktion kann der Gehalt 
an Antigen in der Probe gemessen werden.  
 
Um die Proteinkonzentration von NGal im Urin nachzuweisen, wurde ein 
sogenannter Sandwich-ELISA mit Hilfe des Mouse NGal ELISA Kit 
durchgeführt. Hierzu erfolgte die Verdünnung des Primärantikörpers (capture 
antibody) NGal auf eine Konzentration von 0,8 µg/ml in PBS. In jedes well einer 
96-well-Platte wurden von dieser Lösung 100 µl pipettiert und über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert. Am nächsten Tag fand die dreimalige Waschung 
jedes wells mit jeweils 250 µl Waschpuffer sowie das Ausklopfen der Platte zum 
Entfernen von Waschpufferresten statt. Zum Entgegenwirken von 
unspezifischen Bindungen des Antikörpers mit anderen Proteinen wurden in 
jedes well 200 µl der Reagenzverdünnung aus dem ELISA-Set pipettiert und 1 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde ausgeklopft, die wells 
wurden erneut 3 x mit jeweils 250 µl Waschpuffer gewaschen und jeweils 100 µl 
des Standards oder der Proben hineinpipettiert. Dabei ließ man die Proben  
unverdünnt oder verdünnte sie entsprechend mit der Reagenzverdünnung. Der 
Standard wurde ebenfalls mit Reagenzverdünnung angesetzt, wobei die 
Höchstkonzentration 2.500 pg/ml betrug und in 1:2-Verdünnungen bis zu einer 
Konzentration von 39,0625 pg/ml verdünnt wurde. Die Inkubation der Proben 
und des Standards erfolgte 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach einem 
erneuten dreimaligen Waschschritt der wells mit jeweils 250 µl Waschpuffer 
wurden jeweils 100 µl des Detektionsantikörpers (detection antibody), der auf 
eine Konzentration von 100 ng/ml mit Reagenzverdünnung verdünnt wurde, 
hinzugegeben. Nach 2-stündiger Inkubation wurde jedes well mit jeweils 250 µl 
Waschpuffer gewaschen, und je 100 µl einer zu 1:200 mit Reagenzverdünnung 
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verdünnten Streptavidin-HRP-Lösung wurden hineinpipettiert. Aufgrund der 
Lichtempfindlichkeit des Enzymkomplexes fand die Inkubation der 96-well-
Platte für 20 min unter Lichtausschluss statt. Es erfolgten daraufhin ein erneuter 
Waschgang der wells mit jeweils 250 µl Waschpuffer sowie eine anschließende 
Inkubation für 20 min mit jeweils 100 µl der Substratlösung pro well. Die 
enzymatische Umsetzung des Substrates wurde durch 50 µl Stopplösung (2 N 
H2SO2) beendet. Zur Bestimmung der optischen Dichte der wells verwendete 
man einen Plattenleser, der bei einer Wellenlänge von 450 nm und einer 
Korrekturwellenlänge von 540 nm misst. Die Konzentrationsbestimmung 
erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve. 
 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen  
Die Isolation der RNA erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit. Der Zellaufschluss 
geschah durch den im Kit enthaltenen RLT-Puffer, dem zur Inhibition endo- und 
exogener RNAsen-Aktivität Mercaptoethanol (1:100) beigefügt war. 
Anschließend wurde das Lysat zur Homogenisierung auf die QIAshredder-
Säule gegeben und anschließend 3 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Den 
Durchfluss des QIAshredders versetzte man mit 70% Ethanol, gab ihn auf die 
RNeasy® Mini-Säule und zentrifugierte für 15 s bei 10.000 rpm. Es erfolgten ein 
Waschgang mit dem im Kit enthaltenen RW1-Puffer und eine anschließende 
Zentrifugation für 15 s bei 10.000 rpm. Der Durchlauf wurde verworfen. Dann 
wurden 75 µl DNAse-Verdau auf die Säule gegeben und für 15 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten das Auswaschen der DNAse mit 350 µl 
RW1-Puffer und eine Zentrifugation für 15 s bei 10.000 rpm. Nach zweimaligem 
Waschen mit  500 µl RPE-Puffer sowie 15-sekündiger bzw. zweiminütiger 
Zentrifugation bei 10.000 rpm wurde die RNA durch Zugabe von RNAse-freiem 
H20 und anschließendem Zentrifugieren von der Säule eluiert und sofort auf Eis 
gelegt. 
 
Anschließend wurden alle RNA-Proben im UV-Spectrometer photometrisch 
quantifiziert. Hierzu verdünnte man die RNA-Proben in einer Küvette 1:50 mit 
RNAse-freiem H20.  
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Bedingt durch die Ringsysteme der Purin- und Pyrimidinbasen absorbiert die 
RNA UV-Licht im Wellenlängenbereich von 250-270 nm. Der Quotient der 
Absorption bei 260 nm für Nukleinsäuren und einem Referenzwert bei 280 nm 
diente als Maß für die Reinheit der Proben. Für reine RNA liegt das Verhältnis 
der beiden Absorptionswerte zwischen 1,9 und 2.  
 
3.3.2 cDNA-Transkription (Reverse Transkription) 
Die Synthese von cDNA aus RNA-Proben erfolgte mit Hilfe der reversen 
Transkriptase M-MLV. Dies ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, die die 
Synthese einer vollständigen cDNA-Kopie aus bis zu 9 kb langer RNA 
ermöglicht.  
 
Zur Auflösung der Sekundärstruktur der RNA wurde zunächst 1 µg RNA in 
einem PCR-Gefäß mit Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen von 20 µl aufgefüllt, 
10 min bei 75 °C im Thermocycler inkubiert und anschließend sofort auf Eis 
gelegt. Nach kurzem Anzentrifugieren der Proben wurden jeweils 10,2 µl des 
Mastermix (Tab. 3.2) dazu pipettiert und für 10 min bei 25 °C inkubiert. Die 
cDNA-Synthese erfolgte im Thermocycler für eine Stunde bei 42 °C.  
 
Tab. 3.2: Mastermix für die cDNA-Transkription 
Reagenzien für 1 µg RNA Menge für 1 Reaktionsansatz 
RNA 1 µg 
First Strand Buffer (5x) 6 µl 
Primer-random, 250 ng/µl 1 µl 
dNTPs 1,5 µl 
M-MLV RT 1 µl 
RNAsin 0,7 µl 
 
 
3.3.3 Quantitative Real-Time RT-PCR 
Die Methode der Echtzeit Polymerase-Ketten-Reaktion (real-time polymerase 
chain reaction) beruht auf dem Prinzip der klassischen Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) (siehe Abschnitt 3.1.2), die neben einer qualitativen zusätzlich 
eine quantitative DNA-Bestimmung und somit indirekt eine mRNA 
Expressionsbestimmung möglich macht. Bei der quantitativen PCR wird die 
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entstandene DNA-Menge nach jedem PCR-Zyklus photometrisch gemessen, 
sodass der exponentielle Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real-time) verfolgt 
werden kann. 
 
Die bei der PCR entstehenden DNA-Fragmente werden entweder durch eine 
unspezifische Einlagerung eines Farbstoffes in die entstehende DNA oder 
mittels einer spezifischen Sonde detektiert.  
 
Sybr Green ist ein Cyanin-Farbstoff, der sich mit hoher Affinität an 
doppelsträngige DNA während der DNA-Synthese anlagert. Dadurch kommt es 
zu einem zunehmenden Fluoreszenzsignal, das proportional zur Menge des zu 
amplifizierenden PCR-Produktes ist. So kann die DNA quantitativ durch 
Messung der Fluoreszenz in Echtzeit erfasst werden.  
 
Die Amplifikation mittels Sondendetektion im Taqman beruht auf der von 
Cardullo et al. eingeführten Methode des Resonanz-Energie-Transfers (Abb. 
3.4) (Cardullo et al., 1988). Durch Anregung eines Donor-Fluorochroms bei 
einer Wellenlänge von 488 nm wird ein Teil seiner Energie auf den 
fluoreszierenden-Akzeptor-Farbstoff (Quencher) übertragen und in Wärme 
umgewandelt. Es werden hierbei spezielle FRET-Sonden (fluorescence 
resonance energy transfer) verwendet, die am 5´-Ende den fluoreszierenden 
Reporter-Farbstoff FAM (Fluoreszein) und am 3´-Ende den Quencher-Farbstoff 
TAMRA (Rhodamin) tragen. Die Sonden binden im Verlauf der PCR zwischen 
den Primern an die DNA. Bei intakten Sonden wird die 
Reporterfluoreszenzemission durch die Nähe zum Quencher unterdrückt. Trifft 
die Taq Polymerase während der Amplifikation auf die hybridisierte Sonde, wird 
diese durch eine zusätzliche 5´-3´-Exonuklease-Aktivität der Polymerase 
geschnitten und somit vom 5´-Ende ausgehend abgebaut. Daraus resultieren 
eine zunehmende Entfernung von Reporter und Quencher und somit eine 
steigende Reporter-Fluoreszenz, die erfasst werden kann. Die Zunahme der 
Fluoreszenz ist auch hier proportional zur Menge des amplifizierten PCR-
Produkts.  
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Abb. 3.4: Funktionsweise der Taqman-Sonde  
 
Zur Quantifizierung wird die Kinetik der PCR-Methode ausgenutzt, bei der in 
frühen Zyklen eine exponentielle Amplifikation der Fragmente vorliegt. Durch 
Festlegung eines Ct-Werts (Threshold Cycle = Schwellenwert) kann das 
Fluoreszenzsignal der einzelnen Amplifikationsprodukte untereinander 
verglichen werden. Als Ct-Wert gilt der gemessene Punkt, an dem die 
sequenzspezifische PCR-Reaktion in die exponentielle Phase übergeht und 
sich die Fluoreszenz eindeutig von der Hintergrundfluoreszenz abhebt. Je 
früher der Ct-Wert erreicht wird, desto mehr DNA war ursprünglich im PCR-
Ansatz enthalten.  
Zum Ausschluss von Pipettierungenauigkeiten wird die Expression der Zielgene 
mit dem zusätzlich amplifizierten housekeeping gene  GAPDH 
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) in Relation gesetzt. Bei dem 
sogenannten housekeeping gene GAPDH wird davon ausgegangen, dass es 
nicht reguliert und somit in konstanter Menge exprimiert wird.  
Die unterschiedliche Expression zwischen Zielgen und dem Referenzgen 
GAPDH wird als n-facher ΔΔCt-Wert angegeben. Zur Erzeugung des ΔCt-
Wertes wird die Differenz aus den Ct-Werten des Zielgens und des 
Referenzgens gebildet. Der ΔΔCt-Wert des Zielgens lässt sich durch die 
Subtraktion des Mittelwertes einer Zielgen-Kontrollgruppe vom ΔCt-Wert des 
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Zielgens ermitteln. Der resultierende ΔΔCt-Wert wird in folgende Formel 
eingesetzt: n-fache Expression = 2-ΔΔCt. 
 
Der PCR-Ansatz wurde mit Komponenten des qPCR™ Core Kit (Tab. 3.3) 
durchgeführt. Pro Ansatz wurden 0,75 µl cDNA bei Sybr Green und 1 µl cDNA 
bei Sonden im Taqman verwendet. Die Amplifikation erfolgte nach folgendem 
Temperaturprofil: 2 min bei 50 °C, je 40 Zyklen für 15 s bei 95 °C und 1 min bei 
60 °C. 
 
 Tab. 3.3: Pipettierschema für die real time RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4 Histologische Analyse 
3.4.1 Fixierung der Biopsate 
Die Nierenbiopsate wurden unmittelbar nach Entnahme in Methacarn bzw. 
Formalin gegeben und für 24 Stunden fixiert. Anschließend erfolgte der 
Entwässerungszyklus, bei dem die Gewebe im Einbettautomaten über die 
aufsteigende Alkoholreihe (2 x 70% Ethanol, 2 x 96% Ethanol, 3 x 100% 
Ethanol für je 1 Stunde) dehydriert, in Xylol (3 x für je 1 Stunde) inkubiert und in 
Paraffin (4 x für je 1 Stunde) gebettet wurden. Anschließend bettete man die 
Gewebe in flüssiges heißes Paraffin und legte sie zur Überführung des 
Paraffins in die feste Aggregatform auf einer Kälteplatte aus. 
Für die Färbungen wurden Gewebeschnitte von 1 µm Dicke verwendet. 
 
Reagenzien  Menge für 1 
Reaktionsansatz  
mit Sonden 
Menge für 1 
Reaktionsansatz 
mit Sybr Green  
cDNA 1 µl 0,75 µl 
Reaktionspuffer (10x) 2,5 µl 2,5 µl 
MgCl2, 50 mM 2,5 µl 1,75 µl 
dNTP, 5 mM 1 µl 1 µl 
5´ Primer 2,25 µl 1,25 µl 
3´ Primer 2,25 µl 1,25 µl 
Sonde bzw. Sybr Green 2,5 µl 0,75 µl 
Taq Polymerase  0,125 µl 0,125 µl 
Aqua dest.  11,125 µl 15,625 µl 
Methoden 
 
46 
 
3.4.2 PAS (Periodic Acid-Schiff)-Färbung 
Das Prinzip der PAS-Färbung beruht auf der Unterscheidung der Gewebe 
anhand ihres Glykogengehalts wie der verschiedenen Polysaccharide, 
Mukopolysaccharide, Hyaline und der Basalmembran. Je nach Gehalt dieser 
Substanzen wird eine unterschiedlich starke Magentafärbung hervorgerufen. 
Durch Perjodsäure kommt es zur Oxidation der Glycolgruppen zu 
Aldehydgruppen, die mit dem im Schiffs-Reagenz vorhandenen schwefelsauren 
Fuchsin magentafarbene Komplexe bilden und so im histologischen Bild 
erscheinen. Als kontrastreiche blaue Kernfärbung wird Hämatoxylin eingesetzt. 
(Welsch, 2003) 
 
Die Färbung wurde an methacarnfixierten Gewebeschnitten durchgeführt. Dafür 
beschriftete man die Objektträger und platzierte sie in Kunststoffracks. Vor dem 
Färbeprozess wurden die Schnitte in Xylol für 3 x 5 min deparaffiniert, 
anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (3 x 2 min 100% 
Ethanol, 2 x 2 min 95% Ethanol, 1 x 2 min 70% Ethanol) und für 5 min in Aqua 
dest. gespült. Es folgte eine 30-minütige Inkubation in 2% Perjodsäure. Nach 
einem erneuten Waschgang von 3 x 2 min in Aqua dest. wurden die Schnitte für 
60 min in Schiffs-Reagenz gestellt und danach 5 min unter fließendem 37 °C 
warmen Leitungswasser gespült. Anschließend erfolgte die Gegenfärbung der 
Schnitte für 4 min in Hämatoxylinlösung und danach eine fünfminütige 
Waschung in Aqua dest. Die Blaufärbung geschah durch achtmaliges 
Eintauchen in Tris-Puffer (pH 8,3), unspezifisch gebundene Farbreste wurden 
durch fünfminütiges Waschen in Leitungswasser entfernt. Zum Schluss wurden 
die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 95% Ethanol, 3 x 100% 
Ethanol) dehydriert und 3 x 5 min in Xylol inkubiert. Danach erfolgte das 
Eindeckeln der Schnitte mit Histokitt.   
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3.4.3 Tubular Injury Score 
Die morphometrische Bewertung der Tubulusschädigung erfolgte mit Hilfe des 
Tubular Injury Score am Lichtmikroskop. Pro Schnitt wurden 30 repräsentative 
Tubuli in einer 400-fachen Vergrößerung (40x Objektiv) ausgewertet. Die 
Untersuchungen erfolgten geblindet im Kortex und in der äußeren Medulla an 
PAS-gefärbten Schnitten.  
Zuerst wurde die Schwere der Tubulusschädigung mit einem Overall Score 
bewertet (Tab. 3.4).  
 
Tab. 3.4: Overall Score des Tubular Injury Score 
Score 
 
Schwere der 
Tubulus-
schädigung 
Charakterisierung der Tubulusschädigung  
0 Kein Normale Tubuli 
1 Leicht Geringer Verlust des Bürstensaums, leicht dilatiert, keine 
Proteinzylinder, keine Epithelablösung, keine Epithelabflachung 
2 Mittel Starker Verlust bis Totalverlust des Bürstensaums, dilatiert, 
wenige Proteinzylinder, geringe Epithelablösung, leichte 
Epithelabflachung 
3 Schwer  Totalverlust des Bürstensaums, sehr dilatiert, Proteinzylinder, 
starke Epithelablösung, starke Epithelabflachung, 
Tubulusepithelzellen oft nicht mehr vorhanden 
 
 
Anschließend erfolgte die separate Analyse der einzelnen Bestandteile des 
Tubular Injury Score. Hierbei wurden für jeden Tubulus folgende fünf Parameter 
ausgewertet: Verlust des Bürstensaums, Dilatation der Tubuli, Proteinzylinder, 
Epithelablösung und Nekrose sowie Abflachung des Tubulusepithels. Wie beim 
Overall Score wurden die Parameter in der Einzelanalyse mit einem Score von 
0 bis 3 bewertet. Dabei galt Grad 0 = keine Veränderung des Parameters, Grad 
1 =  leichte Veränderung des Parameters, Grad 2 = mäßige Veränderung des 
Parameters, Grad 3 = starke Veränderung des Parameters. 
 
3.4.4 Immunhistochemie 
Die Immunhistochemie erlaubt den Nachweis und die Lokalisation bestimmter 
Proteine in Gewebeschnitten. Die von uns verwendete Immunperoxidase-
Färbung beruht auf einer antikörpervermittelten, enzymatischen 
Chromogenbildung durch die Bindung des Enzyms Peroxidase mit dem 
Chromogen DAB (Hsu et al., 1981). Diese Avidin-Biotin-Methode basiert auf der 
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Fähigkeit des Eiweißglykoproteins Avidin, vier Moleküle des Vitamins Biotin 
physikalisch zu binden. So wird nach der Applikation eines gegen den 
Primärantikörper gerichteten, biotinylierten Sekundärantikörpers ein 
vorgeformter Komplex aus Avidin (Streptavidin) und biotinyliertem Enzym 
eingesetzt (Peroxidase-gekoppelter Avidin-Biotin-Komplex, ABC). Das 
Chromogen DAB wird in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid oxidiert und 
präzipitiert, sodass es sich als Braunfärbung im Lichtmikroskop darstellt 
(Abb.3.5).  
Der Vorteil dieser Methode ist die außerordentlich hohe Bindung zwischen 
Avidin und Biotin, die damit um mehrere Zehnerpotenzen höher ist als die 
zwischen Antigen und Antikörper. Dies verringert die Gefahr von 
Auswaschungen während der verschiedenen Färbeschritte. Außerdem 
gewährleistet sie eine hohe Signalverstärkung, sodass auch Antigene in sehr 
kleinen Mengen oder Konzentrationen nachgewiesen werden können 
(Steinberger, 1979). 
 
Avidin-Biotin-Komplex
Antigen
Primärantikörper
biotinylierter
Sekundärantikörper
 
 
Abb. 3.5: Schematische Darstellung des Ablaufs der Immunhistochemie  
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Die Färbung fand an methacarnfixierten Gewebeschnitten statt. Dafür 
beschriftete man die Objektträger und platzierte sie in Kunststoffracks. Vor dem 
Färbeprozess wurden die Schnitte in Xylol für 3 x 5 min deparaffiniert und 
anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (3 x 100% Ethanol, 2 x 95% 
Ethanol, 1 x 70% Ethanol) für je 2 min rehydriert. Zum Peroxidaseblock erfolgte 
die Inkubation der Schnitte für 10 min in 3% H2O2 mit anschließender 
Waschung für 2 x 5 min in PBS. Danach wurden 40µl des in 1% BSA/PBS 
gelösten Primärantikörpers (vollständige Liste siehe Tab. 2.4) aufgebracht und 
die Schnitte für 60 min bei Raumtemperatur in einer Feuchtekammer inkubiert. 
Nach erneutem Waschen für 2 x 5 min in PBS erfolgte das Auftragen von 40µl 
des biotinylierten in 1% BSA/PBS gelösten Sekundärantikörpers und eine 30-
minütige Inkubation der Schnitte bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer. 
Der Sekundärantikörper ist gegen die Tierspezies, in der der Primärantikörper 
produziert wurde, gerichtet und liegt in einer 1:300 Verdünnung in BSA/PBS 
vor. Währenddessen wurde der ABC-Komplex nach Angaben des Herstellers 
vorbereitet, indem jeweils 15µl von Lösung A und 15µl von Lösung B in 1 ml 1% 
BSA/PBS pipettiert wurden. Nach einem erneuten Waschgang von 2 x 5 min in 
PBS fand das Auftragen von 40µl des ABC-Komplexes statt sowie eine 
anschließende Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur in einer 
Feuchtekammer. Die Substratzugabe erfolgte nach einem Waschgang von 2 x 
5 min in PBS durch eine zehnminütige Inkubation der Schnitte in der DAB-
Arbeitslösung im 37 °C warmen Wasserbad. Nach fünfminütigem Waschen in 
Aqua dest. wurden die Schnitte 2 min mit Methylgrün gegengefärbt und die 
Schnitte von der überschüssigen Farbe in der aufsteigenden Alkoholreihe (2 x 
95% Ethanol, 3 x 100% Ethanol) gesäubert und durch 100%iges Ethanol 
dehydriert. Nach einer Inkubation von 3 x 5 min in Xylol erfolgte das Eindeckeln 
der Schnitte mit Histokitt.   
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3.4.5 Lichtmikroskopische Morphometrie 
Die gefärbten Gewebepräparate wurden je nach verwendetem Antikörper 
unterschiedlich ausgewertet. Die Untersuchungen erfolgten geblindet im Kortex 
und in der äußeren Medulla. Qualitative Charakteristika der Färbungen sowie 
diffuse und unspezifische Färbereaktionen wurden berücksichtigt und 
dokumentiert. 
 
Die Auswertung der Gewebefärbungen CD3, Ly6G und PCNA erfolgte durch 
Auszählung mit dem Rasterokular am Lichtmikroskop. Pro Schnitt wurden 20 
repräsentative Gesichtsfelder (ein Gesichtsfeld entspricht 62500 µm²) in einer 
400-fachen Vergrößerung (40x Objektiv) ausgewertet, indem man die Anzahl 
der für den entsprechenden Marker positiven Zellen zählte. Daraus wurde der 
Mittelwert an positiven Zellen pro Gesichtsfeld ermittelt. Als positiv wertete man 
Zellen, die eindeutig eine stärkere, kräftigere Färbung aufwiesen als 
unspezifisch angefärbtes umgebendes Gewebe und Bindegewebe. 
 
Die morphometrische Auswertung der Gewebefärbungen Kollagen I, Kollagen 
IV, Fibronektin, F4/80, ER-HR3 und α-SMA erfolgte mit der Software Analysis 
Pro, die eine Quantifizierung der gefärbten Areale in einem Gewebeschnitt 
erlaubt. Pro Schnitt wurden 18 repräsentative Gesichtsfelder in einer 200-
fachen Vergrößerung (20x Objektiv) am Computer fotographiert. Es erfolgte die 
Umwandlung der Fotos in Schwarz-Weiß-Bilder und die Festlegung eines 
Schwellenwerts für alle Bilder eines Schnitts. Mit Hilfe des Schwellenwert-
Verfahrens wurde das Farbbild mit dem Schwarz-Weiß-Bild in Beziehung 
gesetzt: Ein intensiv gefärbter Punkt im Farbbild entsprach nach Angleichung 
einem schwarzen Punkt im Schwarz-Weiß-Bild. Die positiv gefärbte schwarze 
Fläche wurde ins Verhältnis zu der gesamten Grundfläche gesetzt. Daraus 
ergab sich der durchschnittliche Anteil der positiven Färbung im Schnittpräparat 
in %. 
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3.4.6 Immunfluoreszenz 
Das Prinzip der Immunfluoreszenz beruht auf einem mit einem Fluorochrom 
gekoppelten Sekundärantikörper, der durch Absorption von Licht einer 
bestimmten Wellenlänge Photonen emittiert.  
Die Färbung fand an formalinfixierten Gewebeschnitten statt. Dafür beschriftete 
man die Objektträger und platzierte sie in Kunststoffracks. Vor dem 
Färbeprozess wurden die Schnitte in Xylol für 3 x 5 min deparaffiniert und 
anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (3 x 100% Ethanol, 2 x 95% 
Ethanol, 1 x 70% Ethanol) für je 2 min rehydriert. Nach einem Waschschritt für 
3 x 5 min in PBS  erfolgte ein Aufkochen der Schnitte mit Antigen Unmasking 
Solution (2 ml auf 198 ml Aqua dest.) für 3 x 5 min in der Mikrowelle. Danach 
wurden 40µl der Primärantikörper-Verdünnungen von KIM-1 und PCNA 
aufgebracht und die Schnitte für 60 min bei Raumtemperatur in einer 
Feuchtekammer inkubiert. Nach erneutem Waschen für 2 x 5 min in PBS 
erfolgte das Auftragen des fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers in einer 
Verdünnung von 1:500 im Dunkeln und eine 30-minütige Inkubation der 
Schnitte bei Raumtemperatur in der Feuchtekammer. Nach einem erneuten 
Waschgang von 2 x 5 min in PBS fand die Gegenfärbung mit DAPI in einer 
Verdünnung von 1:10000 statt. Nach einem abschließenden Waschgang von 1 
x 5 min in PBS erfolgte das Eindeckeln mit dem Einbettmedium Immu-Mount. 
Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung lagerte man die Schnitte 
verpackt in lichtundurchlässiger Folie im Kühlschrank.  
 
3.4.7 TUNEL (TdT-mediated d-UTP nick end labelling)-Assay  
Die von Gavrieli et al. entwickelte TUNEL-Methode erlaubt die in-situ-
Markierung von DNA-Brüchen in histologischen Gewebeproben. Die 
Anwesenheit von DNA-Strangbrüchen mit 3‘-OH-Enden ist ein Merkmal von 
apoptotischen, nicht jedoch von nekrotischen Zellkernen. Dementsprechend hat 
sich der TUNEL-Assay als Methode der Wahl zum Nachweis von Apoptose 
durchgesetzt. Dabei werden die 3‘-OH-Enden der DNA-Fragmente mit Hilfe 
einer terminalen Desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) mit Digoxigenin-
gekoppelten Nukleotiden und Fluoreszein markiert (Schmitz et al., 1991, 
Gavrieli et al., 1992) (Abb. 3.6). 
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Biotin
Streptavidin
Chromogen
Apoptose: 
fragmentierte DNAunbeschädigte DNA
TdT-gekoppeltes Nukleotid
 
Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Funktionsweise des TUNEL-Assays  
 
 
Die Färbung erfolgte an methacarnfixierten Gewebeschnitten. Dafür 
beschriftete man die Objektträger und platzierte sie in Kunststoffracks. Vor dem 
Färbeprozess wurden die Schnitte in Xylol für 3 x 5 min deparaffiniert und 
anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (3 x 100% Ethanol, 2 x 95% 
Ethanol, 1 x 70% Ethanol) für je 2 min rehydriert. Dann wurden die Schnitte für 
10 min mit der Proteinase K Arbeitslösung im 37°C Wasserbad inkubiert und 
dann für 2 x 5 min in PBS gewaschen. Währenddessen erfolgte die 
Vorbereitung des TUNEL-Reaktions-Reagenzes nach Angaben des Herstellers 
für die Negativ- und Positivkontrollen. Im Dunkeln wurden je 20 µl TUNEL-
Reagenz auf die Schnitte aufgetragen, mit einem Deckglas abgedeckt und für 
60 min bei 37 °C in der Feuchtekammer inkubiert. Nach einem Waschgang von 
3 x 5 min in PBS fand das Auftragen von 40 µl DAPI-Counterstaining 
(Verdünnung 1:1000 in PBS) pro Schnitt im Dunkeln statt sowie die 
fünfminütige Inkubation in der Feuchtekammer bei Raumtemperatur. Nach 
einem abschließenden Waschgang von 1 x 5 min in PBS wurde das 
Einbettmedium Immu-Mount aufgetragen und die Schnitte mit einem Deckglas 
abgedeckt. Bis zur fluoreszenzmikroskopischen Auswertung lagerte man die 
Schnitte verpackt in lichtundurchlässiger Folie im Kühlschrank.  
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3.4.8 Fluoreszenzmikroskopie 
Die Auswertung der Immunfluoreszenz-Färbung mit den Antikörpern für KIM-1 
und PCNA erfolgte am Fluoreszenzmikroskop, indem Fotos jeweils für die KIM-
1-Färbung im roten (Extinktion: 470-490 nm), für die PCNA-Färbung im grünen 
(Extinktion: 515-560 nm) und die DAPI-Färbung im blauen (Extinktion: 340-380 
nm) Filter von der äußeren Medulla gemacht wurden. Zur Bestimmung einer 
möglichen Co-Expression von KIM-1 und PCNA wurde mit dem Programm 
Image J ein Overlay-Bild der beiden Fluorezenzbilder erzeugt. Die Anzahl KIM-
1-positiver Tubuli pro Gesichtsfeld (ein Gesichtsfeld entspricht 62500 µm²) 
wurde mit Hilfe eines Scores von 0 bis 4 bestimmt. Die anti-KIM-1 Färbung führt 
hier zu einer Rotfärbung des tubulären Bürstensaums (Tab 3.5). 
 
Tab. 3.5: Score zur Bestimmung der Anzahl KIM-1-positiver Tubuli 
Score Anteil KIM-1-positiver  
Tubuli pro Gesichtsfeld 
0 Keiner 
1 0 - 25% 
2 25% - 50%  
3 50% - 75%  
4 75% - 100% 
 
 
Zur Auswertung der TUNEL-Färbung am Fluoreszenzmikroskop wurden Fotos 
jeweils für die TUNEL-Färbung im grünen (Extinktion: 515-560 nm) und für die 
DAPI-Färbung im blauen (Extinktion: 340-380 nm) Filter vom Kortex und der 
äußeren Medulla gemacht. Die Bestimmung der TUNEL-positiven Zellen 
erfolgte mit Hilfe der Software Image J. Dabei legte man beide Fluoreszenz-
Bilder übereinander, sodass nur die intensiv hellblau leuchtenden Punkte im 
Overlay-Bild als positive Zellen interpretiert wurden und so falsch-positive grüne 
Färbung ausgeschlossen werden konnte. 
  
3.5 Statistische Auswertung  
Die Daten sind als Mittelwerte unter Angabe der Standardabweichungen 
dargestellt. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte mit Hilfe des t-Tests. 
Statistische Signifikanz wird bei einem p < 0,05 angenommen. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Genexpression des PDGF-Systems im Zeitverlauf der IR 
Die Expression der PDGF-Liganden im Modell der IR wurde bis zu diesem 
Zeitpunkt noch nicht beschrieben. Untersuchungen zur Expression der 
Mitglieder des PDGF-Systems im Zeitverlauf des experimentellen akuten 
Nierenschadens sind allerdings ein wesentlicher Aspekt zum Nachweis der 
möglichen Beteiligung von PDGF an der Pathogenese oder aber bei der 
Regeneration der Erkrankung.  
Die Isoform PDGF-C zeigte an allen drei Zeitpunkten nach IR 
erwartungsgemäß keine mRNA-Expression in den PDGF-C-/--Mäusen. Die 
renale PDGF-C-mRNA in den PDGF-C+/+-Mäusen wird zu allen drei Zeitpunkten 
der Erkrankung moderat (ca. 1,5-fach) überexprimiert. Für die drei weiteren 
PDGF-Isoformen sowie die beiden PDGF-Rezeptoren konnte zu allen drei 
Zeitpunkten nach IR kein signifikanter Unterschied hinsichtlich renaler mRNA-
Expression zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren gemessen werden. 
PDGF-A (2- bis 5-fach) und, noch stärker, PDGF-B (3- bis 10-fach) wurden zu 
allen drei Zeitpunkten stark überexprimiert. Die renale PDGF-D-mRNA-
Expression steigt im Verlauf der Erkrankung ebenfalls an, allerdings erst ab Tag 
5. Am Tag 21 nach IR ist die PDGF-D-mRNA-Expression 4-fach hochreguliert. 
Die Transkription beider Rezeptoren, PDGFR-α und PDGFR-β, wird 
insbesondere an den Tagen 5 (PDGFR-α: 5-fach, PDGFR-β: 9- bzw. 10-fach) 
und 21 (PDGFR-α: 11-fach, PDGFR-β: 6- bzw. 8-fach) nach IR deutlich 
induziert (Abb. 4.1).  
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Abb. 4.1: Genexpression des PDGF-Systems im Zeitverlauf der IR. PDGF-C zeigt 
erwartungsgemäß an den Tagen (A) 1, (B) 5 und (C) 21 nach IR keine mRNA-Expression bei 
den PDGF-C
-/-
-Mäusen. Die renale PDGF-C-mRNA in den PDGF-C
+/+
-Mäusen wird zu allen drei 
Zeitpunkten der Erkrankung moderat (ca. 1,5 x) überexprimiert. Die übrigen PDGF Isoformen 
sowie die PDGF-Rezeptoren weisen hinsichtlich ihrer mRNA-Expression keine signifikanten 
Unterschiede zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren im Verlauf der Erkrankung auf. 
PDGF-A und PDGF-B werden dabei zu allen Zeitpunkten deutlich überexprimiert, PDGF-D ist 5 
und 21 Tage nach IR ca. 4-fach hochreguliert. Die Transkription beider Rezeptoren, PDGFR-α 
und PDGFR-β, wird insbesondere an den Tagen 5 und 21 nach IR deutlich induziert. Die 
Graphen illustrieren die auf das housekeeping gene GAPDH normierte relative mRNA-
Expression bezogen auf Sham-Kontrolltiere (PDGF-C
+/+
 = blaue Säulen, PDGF-C
-/-
 = rote 
Säulen). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 
angenommen. 
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4.2 Inflammation an Tag 1 nach IR  
4.2.1 Urin- und Serumparameter an Tag 1 nach IR 
Im Modell der unilateralen IR verbleibt die kontralaterale Niere unmanipuliert in 
der Maus, sodass die Nierenfunktion im Wesentlichen aufrecht erhalten werden 
kann.  
Kurz vor dem Töten der Tiere wurde Spontanurin genommen und die 
Parameter Protein und Kreatinin der Urinproben wurden untersucht. Es zeigte 
sich kein signifikanter Unterschied in den Urinparametern zwischen PDGF-C+/+- 
und PDGF-C-/--Tieren an Tag 1. Im Serum wurden die Parameter 
Gesamtprotein, Harnstoff und Kreatinin an Tag 1 bestimmt. Auch hier konnte 
kein signifikanter Unterschied zwischen den PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren 
an Tag 1 nach IR gemessen werden (Tab. 4.1). 
 
Tab. 4.1: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Urin- und Serumparameter an Tag 
1 nach IR. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in den Urin- und Serumparametern an 
Tag 1 zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD von n = 7 
(PDGF-C
+/+
-Tiere) bzw. n = 8 (PDGF-C
-/-
-Tiere) bei den Serumparametern. Bei dem 
Urinparameter ist auf Grund von n = 2 (PDGF-C
-/-
-Tiere) teilweise keine SD angegeben.  
Parameter PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein / Kreatinin [mg/µmol] 0,02 ± 0,04 0,02 
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 ± 0,6 4,6 ± 0,5 
Serum Harnstoff [mmol/l] 11,1 ± 2,5 13,2 ± 12,9 
Serum Kreatinin [µmol/l] 17,4 ± 7,5 20,1 ± 21,6 
 
4.2.2 Renale histologische Veränderungen an Tag 1 nach IR 
In der PAS-Übersichtsfärbung wurden an Tag 1 nach IR tubuläre Schädigungen 
wie der Verlust des Bürstensaums, dilatierte Tubuli sowie tubuläre 
Epithelabflachungen sichtbar. Zudem waren die Tubuli der äußeren Medulla oft 
mit Proteinzylindern gefüllt. Die äußere Medulla war stärker geschädigt als der 
Kortex (Abb. 4.2 B, Abb. 4.3). Mit Hilfe des Overall Score des Tubular Injury 
Scores (Erläuterung siehe Abschnitt 3.4.3) wurde der Einfluss von PDGF-C auf 
den Grad der Tubulusschädigung im Kortex und der äußeren Medulla analysiert 
(Abb. 4.2). Dabei war bei IR-Tieren eine signifikant stärkere Tubulusschädigung 
im Vergleich zu Sham-Kontrolltieren (Score 0) nachweisbar, jedoch kein 
Unterschied zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen.  
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Abb. 4.2: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Entwicklung der renalen 
Tubulusschädigung an Tag 1 nach IR. (A) Die fotographischen Illustrationen dokumentieren 
den Overall Score der Schweregrade der Tubulusschädigung beispielhafter PDGF-C
-/-
 Tiere in 
einer 400-fachen Vergrößerung: Grad 0 (kein Schaden: normale Tubuli), Grad 1 (leichter 
Schaden: geringer Verlust des Bürstensaums, leicht dilatiert, keine Proteinzylinder, keine 
Epithelablösung, keine Epithelabflachung), Grad 2 (mittelstarker Schaden: starker Verlust bis 
Totalverlust des Bürstensaums, dilatiert, wenige Proteinzylinder, geringe Epithelablösung, 
leichte Epithelabflachung), Grad 3 (starker Schaden: Totalverlust des Bürstensaums, sehr 
dilatiert, Proteinzylinder, starke Epithelablösung, starke Epithelabflachung, Tubulusepithelzellen 
oft nicht mehr vorhanden). T = Tubulus, B = Bürstensaum, P = Proteinzylinder, TD = tubuläre 
Dilatation, EF = Epithelabflachung. (B) Die Auswertungen der PAS-Färbungen zeigen keinen 
signifikanten Unterschied in der Entwicklung der Tubulusschädigung zwischen PDGF-C
+/+
- und 
PDGF-C
-/-
-Mäusen in der linken Niere sowohl im Kortex als auch in der äußeren Medulla 1 Tag 
nach IR. Die zugehörigen Graphen zeigen den Overall Score der Tubulusschädigung. Die Linie 
kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
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Abb. 4.3: Morphologische Schädigung an Tag 1 nach IR. Die PAS-Färbungen zeigen 
morphologische Schädigungen im Kortex und in der äußeren Medulla von (A) PDGF-C
+/+
- und 
(B) PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere an Tag 1 nach IR. Die äußere Medulla ist dabei stärker 
geschädigt als der Kortex. G = Glomerulus, T = Tubulus, B = Bürstensaum, P = Proteinzylinder, 
TD = tubuläre Dilatation, EF = Epithelabflachung. Dargestellt ist die PAS-Färbung beispielhafter 
PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere in einer 200-fachen Vergrößerung.  
 
 
4.2.3 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale 
Leukozyteninfiltration an Tag 1 nach IR  
Akute renale Erkrankungen sind in der Regel durch inflammatorische Prozesse 
wie die verstärkte Infiltration mononukleärer Zellen, z.B. Makrophagen und 
neutrophile Granulozyten, in das geschädigte Gewebe gekennzeichnet. In der 
gesunden Niere hingegen findet man nur wenige Leukozyten.  
Zur Identifizierung der potentiellen Rolle von PDGF-C in der Inflammation im 
Modell der IR wurden verschiedene immunhistochemische Färbungen für 
Immunzellen in der äußeren Medulla analysiert.  
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Infiltration von F4/80- sowie 
ER-HR3-positiven Makrophagen in der äußeren Medulla zwischen PDGF-C+/+- 
und PDGF-C-/--Mäusen 1 Tag nach IR (Abb. 4.4 A und B). Auch die Anzahl 
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Ly6G-positiver neutrophiler Granulozyten in der äußeren Medulla war nicht 
signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Gruppen (Abb. 4.4 C). Bei allen 
drei Färbungen zeigte sich jedoch im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen eine 
Tendenz zu geringerer Leukozyteninfiltration bei PDGF-C-/--Mäusen. Im 
Vergleich zu den Sham-Kontrolltieren war die Anzahl ER-HR3- und Ly6G-
positiver Zellen in der äußeren Medulla bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren 
erhöht (ER-HR3: 8- bis 4-fach; Ly6G: 31- bis 15-fach). In der F4/80-Färbung 
zeigte sich jedoch kein wesentlicher Unterschied zwischen Sham-Kontrolltieren 
und IR-Tieren in der äußeren Medulla. 
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Abb. 4.4: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Leukozyteninfiltration an 
Tag 1 nach IR. Die immunhistochemischen Färbungen von (A) F4/80 und (B) ER-HR3 lassen 
keinen signifikanten Unterschied in der Infiltration von Makrophagen in der äußeren Medulla 
zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 1 Tag nach IR erkennen. Es 
zeigt sich außerdem kein signifikanter Unterschied in der Anzahl (C) Ly6G-positiver neutrophiler 
Granulozyten in der äußeren Medulla zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken  
Niere 1 Tag nach IR. Die fotographischen Illustrationen stellen PDGF-C
+/+
-Tiere im Vergleich zu 
den PDGF-C
-/-
-Tieren in einer 200-fachen Vergrößerung dar. Die zugehörigen Graphen zeigen 
die computergestützte Messung der relativen positiv gefärbten Fläche bei den F4/80- und ER-
HR3-Färbungen bzw. die Bestimmung der positiv gefärbten Zellen pro Gesichtsfeld (entspricht 
62500 µm²) bei der Ly6G-Färbung. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
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4.2.4 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale mRNA-
Expression von proinflammatorischen Mediatoren an Tag 1 
nach IR 
Die mRNA-Expression von proinflammatorischen Mediatoren korreliert in der IR 
zumeist mit der Leukozyteninfiltration. Wir untersuchten deshalb hier die 
mögliche PDGF-C-abhängige renale mRNA-Expression der mit mononukleärer 
Gewebeinfiltration assoziierten Chemokine MCP-1 und RANTES sowie  des 
assoziierten Chemokinrezeptors CCR2.  
An Tag 1 nach IR kam es zur Überexpression von MCP-1, RANTES und CCR2 
in der Niere bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren im Vergleich zu den Sham-
Kontrolltieren: Die Chemokine MCP-1 und RANTES zeigten eine 18- bis 14- 
fache bzw. 14- bis 10-fache und der Chemokinrezeptor CCR2 eine 6- bis 4-
fache mRNA-Hochregulation bei PDGF-C+/+- bzw. PDGF-C-/--Tieren. Zwischen 
PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen mit renalem IR-Schaden war kein 
signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression aller untersuchten Gene 
nachweisbar (Abb. 4.5).  
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Abb. 4.5: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Chemokinexpression an 
Tag 1 nach IR. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression der 
Chemokine (A) MCP-1 und (B) RANTES sowie (C) des Chemokinrezeptors CCR2 zwischen 
PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 1 Tag nach IR. Die Graphen illustrieren die 
relative Chemokin(-Rezeptor)-mRNA-Expression im Vergleich zum Mittelwert der mRNA-
Expression von drei Sham-Kontrolltieren. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede 
Gruppe.  
 
4.2.5 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Apoptose 
an Tag 1 nach IR 
In der akuten Phase des ANV tritt verstärkt tubuläre Apoptose auf. An Tag 1 
nach IR wurde deshalb hier mithilfe des TUNEL-Assays ein möglicher 
Unterschied inbesondere bei der tubulären Apoptose zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Mäusen untersucht.  
In den Tubuli und im Tubulointerstitium der äußeren Medulla zeigte sich in der 
TUNEL-Färbung kein signifikanter Unterschied in der Anzahl TUNEL-positiver 
Zellen zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen. Es war mehr Apoptose in 
den Tubuli als im Tubulointerstitium nachweisbar (Abb. 4.6). Im Vergleich zu 
den Sham-Kontrolltieren zeigte sich signifikant mehr Apoptose bei PDGF-C+/+- 
und PDGF-C-/--Mäusen in beiden untersuchten Bereichen (tubulär: 5- bis 4-
fach; tubulointerstitiell: 7- bis 4-fach). 
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Abb. 4.6: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Apoptose an Tag 1 nach IR. 
(A bis B) Dargestellt ist die TUNEL-Fluoreszenzfärbung eines beispielhaften PDGF-C
+/+ 
-Tieres 
in einer 200-fachen Vergrößerung in Cy2-grün sowie eine DAPI-Färbung der Zellkerne. Das 
Overlay-Bild der beiden Färbungen identifiziert alle TUNEL-positiven, zellkernhaltigen Zellen als 
hellblaue Punkte (Pfeil). (C bis D) Die Fluoreszenzfärbung des TUNEL-Assays zeigt in den 
Tubuli und im Tubulointerstitium der äußeren Medulla keinen signifikanten Unterschied in der 
Apoptoseentstehung zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 1 Tag nach 
IR. Es war mehr Apoptose in den Tubuli als im Tubulointerstitium nachweisbar. Die zugehörigen 
Graphen zeigen die Bestimmung der positiv gefärbten Zellen pro Overlay-Bild. Die Linie 
kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
 
 
4.2.6 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 an Tag 1 nach IR 
Bisher ist nicht genau bekannt, ob PDGF-C einen protektiven oder fördernden 
Einfluss auf die Entstehung des akuten Nierenversagens im Modell der IR hat. 
Als Biomarker für akutes Nierenversagen wurden NGal und KIM-1 untersucht. 
Die renale NGal-Expression wurde mittels Nieren-Proteinextrakten im Western 
Blot analysiert. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der NGal 
Proteinexpression zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen. Im Vergleich 
zu Sham-Kontrollmäusen gab es aber einen 2,5-fachen Anstieg der Expression 
des Biomarkers NGal in PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren (Abb. 4.7 A). 
Außerdem wurde die mRNA-Expression beider Marker untersucht. Dabei war 
kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression von NGal und KIM-1 
zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen nachweisbar. Im Vergleich zu 
Sham-Kontrolltieren zeigte sich bei NGal eine 22- bis 26-fache und bei KIM-1 
eine 24- bis 30-fache Hochregulation (Abb. 4.7 B und C). 
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Abb. 4.7: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Expression der tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 an Tag 1 nach IR. (A) Im NGal Western Blot ist kein 
signifikanter Unterschied in der NGal-Proteinexpression zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
Tieren in der linken Niere 1 Tag nach IR feststellbar. Dargestellt ist ein repräsentativer Western 
Blot. Als Ladekontrolle diente der Nachweis der GAPDH-Proteinexpression. Der Graph illustriert 
die relative NGal-Expression im Vergleich zum Mittelwert der NGal-Expression von zwei Sham-
Kontrolltieren. (B) (C) Die Graphen illustrieren die relative NGal-bzw. KIM-1-mRNA- Expression 
im Vergleich zum Mittelwert der mRNA-Expression von drei gesunden Sham-Kontrolltieren. Die 
Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
 
 
4.3 Ausgeprägte Tubulusschädigung an Tag 5 nach IR  
4.3.1 Urin- und Serumparameter an Tag 5 nach IR 
Wie an Tag 1 wurden die Urin- und Serumparameter an Tag 5 analysiert.  
Die Parameter Protein und Kreatinin der kurz vor dem Töten der Tiere 
gewonnenen Urinproben wurden untersucht und dabei zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren. Im 
Serum wurden die Parameter Gesamtprotein, Harnstoff und Kreatinin bestimmt. 
Auch hier war kein signifikanter Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen 
nachweisbar. Im Vergleich zu Sham-Kontrolltieren waren alle Werte bis auf das 
Gesamtprotein im Serum in IR-Tieren erhöht (Tab. 4.2).  
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Tab. 4.2: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Urin- und Serumparameter an Tag 
5 nach IR. Es war kein signifikanter Unterschied in den Urin- und Serumparametern an Tag 5 
zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren nachweisbar. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD von  
n = 7 (PDGF-C
+/+
-Tiere) bzw. n = 7 (PDGF-C
-/-
-Tiere) bei den Serumparametern. Bei den 
Urinparametern ist auf Grund von n = 2 (PDGF-C
-/-
-Tiere) teilweise keine SD angegeben.  
Parameter Sham-Kontrolltiere  PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein [mg/dl] 75,8 ± 31,4 148,5 ± 78,5 199,5  
Urin Kreatinin [µmol/l] 789,0 ± 337,2 922,5 ± 191,6 1086,5  
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 ± 0,2 4,4 ± 0,3 4,7 ± 0,3 
Serum Harnstoff [mmol/l] 11,6 ± 3,6 14,6 ± 4,5 14,9 ± 3,5 
Serum Kreatinin [µmol/l] 15,3 ± 4,0 20,7 ± 4,6 17,6 ± 3,3 
 
 
4.3.2 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf den Grad der 
Tubulusschädigung an Tag 5 nach IR 
Zur detaillierten Analyse des Einflusses von PDGF-C auf den Grad der 
Tubulusschädigung wurde eine neue Form des Tubular Injury Score entwickelt. 
So analysierten wir 5 Tage nach IR die Tubulusschädigung im Kortex und der 
äußeren Medulla anhand eines Overall Score und mittels Untersuchung der 
Einzelparameter (Erläuterung siehe Abschnitt 3.4.3).  
Im Overall Score war bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren mit IR eine 
signifikant stärkere Tubulusschädigung im Vergleich zu Sham-Mäusen (Score 
0) nachweisbar, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Mäusen (Abb. 4.8 A und B). Auch die Einzelanalyse der Parameter 
(Verlust des Bürstensaums, Dilatation der Tubuli, Proteinzylinder,  
Epithelablösung und Nekrose, Abflachung des Tubulusepithels) zeigte eine 
größere Tubulusschädigung bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren nach IR im 
Vergleich zu den Sham-Kontrolltieren, jedoch keinen signifikanten Unterschied 
zwischen den beiden Gruppen (Erläuterung siehe Abschnitt 3.4.3). Stärkere 
Schäden wurden bei allen Analysen in der äußeren Medulla nachgewiesen 
(Abb. 4.8 C). 
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Abb. 4.8: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Entwicklung der renalen 
Tubulusschädigung an Tag 5 nach IR. (A) Die fotographischen Illustrationen dokumentieren 
den Overall Score der Schweregrade der Tubulusschädigung beispielhafter PDGF-C
-/-
 Tiere in 
einer 400-fachen Vergrößerung: Grad 0 (kein Schaden: normale Tubuli), Grad 1 (leichter 
Schaden: geringer Verlust des Bürstensaums, leicht dilatiert, keine Proteinzylinder, keine 
Epithelablösung, keine Epithelabflachung), Grad 2 (mittelstarker Schaden: starker Verlust bis 
Totalverlust des Bürstensaums, dilatiert, wenige Proteinzylinder, geringe Epithelablösung, 
leichte Epithelabflachung), Grad 3 (starker Schaden: Totalverlust des Bürstensaums, sehr 
dilatiert, Proteinzylinder, starke Epithelablösung, starke Epithelabflachung, Tubulusepithelzellen 
oft nicht mehr vorhanden). T = Tubulus, B = Bürstensaum, P = Proteinzylinder, TD = tubuläre 
Dilatation, E = Epithelablösung, EF = Epithelabflachung. (B) Die Auswertungen der PAS-
Färbungen zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Entwicklung der Tubulusschädigung 
zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Mäusen in der linken Niere sowohl im Kortex als auch in 
der äußeren Medulla 5 Tage nach IR. Die zugehörigen Graphen zeigen den Overall Score der 
Tubulusschädigung. (C) Auch die Analyse der einzelnen Score-Parameter weist keinen 
signifikanten Unterschied zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Mäusen im Kortex und in der 
äußeren Medulla in der linken Niere 5 Tage nach IR auf. Der Einzelanalyse der Parameter liegt 
folgender Score zu Grunde: Grad 0: keine Veränderung des Parameters, Grad 1: leichte 
Veränderung des Parameters, Grad 2: mäßige Veränderung des Parameters, Grad 3: starke 
Veränderung des Parameters.  
 
4.3.3 PDGF-C-Defizienz reduziert die renale Infiltration von 
Makrophagen und T-Lymphozyten an Tag 5 nach IR 
5 Tage nach IR ist eine Infiltration durch Immunzellen in früheren Experimenten 
beschrieben (Devarajan, 2006, Lee et al., 2011). Um einen möglichen Einfluss 
der PDGF-C-Defizienz auf inflammatorische Reaktionen nachzuweisen, wurden 
verschiedene immunhistochemische Färbungen für Immunzellen in der äußeren 
Medulla analysiert.  
Die Infiltration von F4/80-positiven Makrophagen war mit einer Reduktion von 
63% signifikant vermindert in PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+- 
Mäusen (PDGF-C+/+ = 4,3 ± 1,4 vs. PDGF-C-/- = 1,6 ± 1,1; p = 0,02) (Abb. 4.9 
A). Jedoch zeigte die ER-HR3-Färbung, ein weiterer Makrophagen-Marker, 
keine signifikanten Unterschiede zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren 
(Abb. 4.9 B). Außerdem konnte eine signifikant reduzierte Infiltration von T-
Lymphozyten in PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen 
nachgewiesen werden (PDGF-C+/+ = 2,8 ± 0,7 vs. PDGF-C-/- = 2,1 ± 0,5; p = 
0,05) (Abb. 4.9 C). Die Infiltration von Ly6G-positiven neutrophilen 
Granulozyten war nicht signifikant unterschiedlich zwischen diesen beiden 
Gruppen (Abb. 4.9 D). Im Vergleich zu den gesunden Sham-Kontrolltieren war 
die Leukozyteninfiltration bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren in allen 
Färbungen erhöht (F4/80: 10- bis 4-fach; ER-HR3: 4- bis 3-fach; CD3: 25- bis 
19-fach; Ly6G: 9- bis 8-fach). 
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Abb. 4.9: PDGF-C-Defizienz reduziert die renale Infiltration von Makrophagen und  
T-Lymphozyten an Tag 5 nach IR. Die immunhistochemischen Färbungen von (A) F4/80-
positiven Makrophagen und (C) T-Lymphozyten lassen eine signifikante Reduktion dieser 
Leukozytensubpopulationen in der äußeren Medulla bei den PDGF-C
-/-
-Tieren im Vergleich zu 
PDGF-C
+/+
-Tieren in der linken Niere 5 Tage nach IR erkennen. Es zeigt sich kein Unterschied 
in der Infiltration von (B) ER-HR3-positiven Makrophagen sowie (D) Ly6G-positiven 
neutrophilen Granulozyten in der äußeren Medulla zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren. 
Die fotographischen Illustrationen stellen PDGF-C
+/+
-Tiere im Vergleich zu den PDGF-C
-/-
 -
Tieren in einer 200-fachen Vergrößerung dar. Die zugehörigen Graphen zeigen die 
computergestützte Messung der relativen positiv gefärbten Fläche bei den F4/80- und ER-HR3- 
Färbungen bzw. die Bestimmung der positiv gefärbten Zellen pro Gesichtsfeld (entspricht 62500 
µm²) bei den CD3- und Ly6G- Färbungen. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede 
Gruppe. Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 angenommen. 
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4.3.4 PDGF-C-Defizienz reduziert die renale mRNA-Expression des 
Chemokins MCP-1 an Tag 5 nach IR 
Als Nächstes untersuchten wir die mRNA-Expression der Chemokine MCP-1 
und RANTES sowie des Chemokinrezeptors CCR2. Es konnte eine signifikant 
verminderte renale mRNA-Expression des Chemokins MCP-1 in PDGF-C-/--
Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen festgestellt werden (PDGF-C+/+ = 
30,2 ± 12,8 vs. PDGF-C-/- = 14,8 ± 8,8; p = 0,02). Das chemotaktische Zytokin 
RANTES und der Chemokinrezeptor CCR2 zeigten keinen signifikanten 
Unterschied in der mRNA-Expression zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/-- 
Mäusen. Auch am fünften Tag nach IR war eine Hochregulation der Chemokine 
und des Chemokinrezeptors bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren im Vergleich 
zu Sham-Kontrolltieren nachweisbar: Die Chemokine MCP-1 und RANTES 
zeigten dabei eine 30- bis 13-fache und 9- bis 11-fache, der Chemokinrezeptor 
CCR2 eine 31- bis 28-fache mRNA-Überexpression bei PDGF-C+/+- bzw. 
PDGF-C-/--Tieren mit IR-Schaden (Abb. 4.10). 
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Abb. 4.10: PDGF-C-Defizienz reduziert die renale MCP-1 mRNA-Expression an Tag 5 nach 
IR. Bei PDGF-C
-/-
 Tieren führt die IR nach 5 Tagen zu einer signifikant reduzierten renalen 
MCP-1 mRNA-Expression in der linken Niere im Vergleich zu PDGF-C
+/+
-Tieren. (A) Es zeigt 
sich eine signifikant reduzierte mRNA-Expression des Chemokins MCP-1 in PDGF-C
-/-
-Tieren 
im Vergleich zu PDGF-C
+/+
-Tieren in der linken Niere 5 Tage nach IR. (B und C) Es ist kein 
signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression des Chemokins RANTES und des 
Chemokinrezeptors CCR2 zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 5 
Tage nach IR erkennbar. Die Graphen illustrieren die relative Chemokin mRNA-Expression im 
Vergleich zum Mittelwert der mRNA-Expression von zwei Sham-Kontrolltieren. Die Linie 
kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe. Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 
angenommen. 
 
 
4.3.5 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale medulläre 
Zellproliferation an Tag 5 nach IR  
An Tag 2 bis 5 nach IR konnte in früheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe 
eine starke Zellproliferation nachgewiesen werden. Der potentielle Einfluss des 
Faktors PDGF-C auf die regenerierende, insbesondere tubuläre Zellproliferation 
ist bisher im Modell der IR jedoch noch nicht analysiert worden.  
Die renale medulläre Zellproliferation wurde mit Hilfe der 
immunhistochemischen Färbung für PCNA untersucht. Es stellte sich kein 
signifikanter Unterschied zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren dar (Abb. 
4.11). Im Vergleich zu Sham-Kontrolltieren war ein 1,9- bis 1,8-facher Anstieg in 
der kortikalen Zellproliferation bei PDGF-C+/+- bzw. PDGF-C-/--Mäusen mit IR-
Schaden nachweisbar.  
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Abb. 4.11: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale medulläre Zellproliferation 
an Tag 5 nach IR. Die immunhistochemische PCNA-Färbung zur Darstellung der renalen 
kortikalen Zellproliferation lassen keinen signifikanten Unterschied in der äußeren Medulla 
zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 5 Tage nach IR erkennen. Die 
fotographischen Illustrationen zeigen PDGF-C
+/+
-Tiere im Vergleich zu den PDGF-C
-/-
-Tieren in 
einer 200-fachen Vergrößerung und die zugehörigen Graphen die Bestimmung der positiv 
gefärbten Zellen pro Gesichtsfeld (entspricht 62500 µm²). Die Linie kennzeichnet den Mittelwert 
für jede Gruppe.  
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4.3.6 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Apoptose 
an Tag 5 nach IR 
Auch am fünften Tag nach IR wurde der mögliche Einfluss der PDGF-C-
Defizienz auf die Apoptose-Entstehung mit Hilfe des TUNEL-Assays in 
tubulären und tubulointerstitiellen Bereichen des Kortex und der äußeren 
Medulla analysiert.  
In der Fluoreszenzfärbung konnte sowohl in den Tubuli als auch im 
Tubulointerstitium der äußeren Medulla und des Kortex kein signifikater 
Unterschied in der Anzahl TUNEL-positiver Zellen zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Mäusen nachgewiesen werden (Abb. 4.12). Im Vergleich zu den 
Sham-Kontrolltieren zeigte sich mehr Apoptose bei PDGF-C+/+- und PDGF-C-/-- 
Mäusen mit IR-Schaden (tubulär Kortex: 0,7- bis 0,5-fach; tubulointerstitiell 
Kortex: 2,1- bis 1,8-fach; tubulär äußere Medulla: 1,4- bis 0,8-fach; 
tubulointerstitiell äußere Medulla: 2,5- bis 3,3-fach). 
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Abb. 4.12: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Apoptose an Tag 5 nach 
IR. (A bis D) Dargestellt ist die TUNEL-Fluoreszenzfärbung eines beispielhaften PDGF-C
+/+ 
Tieres in einer 200-fachen Vergrößerung in Cy2-grün sowie eine DAPI-Färbung der Zellkerne. 
Das Overlay-Bild der beiden Färbungen identifiziert alle TUNEL-positiven zellkernhaltigen 
Zellen als hellblaue Punkte (Pfeil). (E bis H) Die Auswertung der Fluoreszenzfärbung des 
TUNEL-Assays zeigt keinen signifikanten Unterschied in der Apoptoseentstehung in den Tubuli 
und im Tubulointerstititum der äußeren Medulla und des Kortex zwischen PDGF-C
+/+
- und 
PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 5 Tage nach IR. Die zugehörigen Graphen zeigen die 
Bestimmung der positiv gefärbten Zellen pro Overlay-Bild. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert 
für jede Gruppe.  
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4.3.7 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 an Tag 5 nach IR 
Wie an Tag 1 soll auch an Tag 5 die Rolle von PDGF-C in der Entstehung von 
akutem Nierenversagen im Modell der IR anhand der tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 analysiert werden. 
Die NGal-Expression und -sekretion wurden in Nieren-Proteinextrakten im 
Western Blot und im NGal-ELISA in Urinproben analysiert. Weder bei der 
Proteinexpression in der Niere noch im Urin war ein signifikanter Unterschied in 
den NGal-Spiegeln zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen zu 
verzeichnen. Im Vergleich zu Sham-Kontrolltieren gab es in der Niere einen 3-
fachen und im Urin einen 110- bis 196-fachen Anstieg des Biomarkers NGal in 
PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen (Abb. 4.13 A und B). 
Des Weiteren wurde die mRNA-Expression beider Biomarker in der Niere 
analysiert. Es zeigte sich weder bei NGal noch bei KIM-1 ein signifikanter 
Unterschied in der mRNA-Expression zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--
Tieren, jedoch für die NGal-mRNA eine 8- bis 12-fache und für die KIM-1-
mRNA eine 16- bis 19-fache Hochregulation in den IR-Tieren im Vergleich zu 
Sham-Kontrolltieren (Abb. 4.13 C und D).   
Die renale KIM-1-Expression wurde außerdem in der Immunfluoreszenz-
Doppelfärbung zusammen mit dem Proliferationsmarker PCNA bestimmt. Dabei 
zeigte sich keine Co-Expression des den Bürstensaum der Tubuli färbenden 
KIM-1 und des die Zellkerne färbenden PCNA. Zur Bestimmung der Anzahl 
KIM-1-positiver Tubuli wurde ein Score von 0 bis 4 verwendet (Erläuterung 
siehe Abschnitt 3.4.8). Dabei war kein signifikanter Unterschied in der Anzahl 
KIM-1-positiver Tubuli der äußeren Medulla zwischen den PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Tieren nachweisbar (Abb. 4.14), aber eine signifikante 
Hochregulation von KIM-1 in den IR-Gruppen im Vergleich zu Sham-
Kontrolltieren (KIM-1: 1,5- bis 1,2-fach).  
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Abb. 4.13: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Regulation der renalen 
Biomarker NGal und KIM-1 an Tag 5 nach IR. (A) Im NGal Western Blot ist kein signifikanter 
Unterschied im NGal-Spiegel zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 5 
Tage nach IR feststellbar. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot. Als Ladekontrolle 
diente der Nachweis der Erk-Proteinexpression. (B) Im ELISA von Urinproben ist kein 
signifikanter Unterschied im NGal-Spiegel zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren 5 Tage 
nach IR nachweisbar. Die Graphen illustrieren die relative NGal-Expression im Vergleich zum 
Mittelwert der NGal-Expression von zwei Sham-Kontrolltieren. Weiterhin ist kein Unterschied in 
der mRNA-Expression der Biomarker (C) NGal sowie (D) KIM-1 zwischen PDGF-C
+/+
- und 
PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere an Tag 5 nach IR erkennbar. Die Graphen illustrieren die 
relative NGal bzw. KIM-1 mRNA-Expression im Vergleich zum Mittelwert der mRNA-Expression 
von vier gesunden Sham-Kontrolltieren. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
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Abb. 4.14: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Regulation des renalen 
Biomarkers KIM-1 an Tag 5 nach IR. (A) Dargestellt ist die Fluoreszenzdoppelfärbung von 
KIM-1 und PCNA eines beispielhaften PDGF-C
+/+
 Tieres in einer 400-fachen Vergrößerung in 
Cy2-grün, Cy5-rot, eine DAPI-Färbung der Zellkerne sowie das Overlay-Bild der drei 
Färbungen. Dabei zeigt sich keine gemeinsame Expression des Proliferationsmarkers PCNA 
(Cy 2) sowie des Biomarkers KIM-1 (Cy5). (B) Die fotographischen Illustrationen dokumentieren 
den Score für die Anzahl KIM-1-positiver Tubuli. Pfeil = KIM-1-positiver Bürstensaum des 
Tubuli. (C) Es war kein signifikanter Unterschied in der Anzahl KIM-1-positiver Tubuli der 
äußeren Medulla zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 5 Tage nach 
IR nachweisbar. Die zugehörigen Graphen zeigen den Score für die Anzahl KIM-1-positiver 
Tubuli pro Gesichtsfeld (entspricht 62500 µm²).  
 
 
 
 
4.4 Tubulointerstitielle Fibrose an Tag 21 nach IR bei PDGF-C-
Defizienz  
4.4.1 Urin- und Serumparameter an Tag 21 nach IR 
Die Analyse der Urin- und Serumparameter erfolgte auch an Tag 21. 
Kurz vor dem Töten der Tiere wurde Urin gewonnen und die Parameter Protein 
und Kreatinin der Urinproben wurden untersucht. Dabei zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied in den Urinparametern zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Tieren. Im Serum wurden die Parameter Gesamtprotein, Harnstoff 
und Kreatinin an Tag 21 bestimmt. Es war kein signifikanter Unterschied 
zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren nachweisbar. Im Vergleich zu dem 
Sham-Kontrolltier waren die Parameter Harnstoff und Kreatinin im Serum bei 
IR-Tieren leicht erhöht, der Parameter Protein im Urin bei IR-Tieren hingegen 
erniedrigt (Tab. 4.3).  
 
Tab. 4.3: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Urin- und Serumparameter an Tag 
21 nach IR. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in den Urinparametern sowie in den 
Serumparametern an Tag 21 zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SD.  
Parameter Sham-Kontrolltier PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein [mg/dl] 272,0 219,6 ± 85,5 158,8 ± 69,5 
Urin Kreatinin [µmol/l] 1060,0 1016,6 ± 275,5 1351 ± 906,1 
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 4,8 ± 0,4 4,9 ± 0,5 
Serum Harnstoff [mmol/l] 14,3 16,2 ± 4,4 16,0 ± 3,6 
Serum Kreatinin [µmol/l] 14,0 16,4 ± 5,1 16,6 ± 4,8 
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4.4.2 Nierenlänge an Tag 21 nach IR 
Bei Nierenentnahme an Tag 21 nach IR fiel auf, dass die linke Niere eine 
geringere Größe aufwies als die unbehandelte rechte Niere. Daraufhin wurden 
die Nierenlängen nach Entnahme der Nieren vermessen. Es stellte sich kein 
signifikanter Unterschied in der Länge der linken Niere zwischen PDGF-C+/+- 
und PDGF-C-/--Mäusen dar. Im Vergleich zu dem Sham-Kontrolltier zeigte sich 
eine Reduktion der Länge der linken IR-Niere um circa 34% bis 36% bei PDGF-
C+/+- bzw. PDGF-C-/--Tieren. Die kontralateralen Nieren zeigten eine 
vergleichbare Länge wie die des Sham-Kontrolltieres (Abb. 4.15).   
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Abb. 4.15: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die Nierenlänge an Tag 21 nach IR. 
Die fotographischen Illustrationen dokumentieren die Nierengröße eines beispielhaften PDGF-
C
-/-
-Tieres und eines Sham-Kontrolltieres. Es zeigt sich eine Reduktion der Nierenlänge bei (A) 
PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren im Vergleich zu (B) dem Sham-Kontrolltier in der linken Niere 
21 Tage nach IR. Die kontralateralen Nieren zeigen eine vergleichbare Länge wie die des 
Sham-Kontrolltieres. (C) Die Graphen illustrieren die Nierenlänge der linken und rechten Nieren 
der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere. Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der 
Nierenlänge zwischen der linken und rechten Niere bei PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren 21 
Tage nach IR, jedoch nicht zwischen den linken Nieren der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren 
(PDGF-C
+/+
 = blaue Säulen, PDGF-C
-/-
 = rote Säulen). Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 angenommen. 
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4.4.3 Renale Schädigung in der PAS-Übersichtsfärbung an Tag 21 
nach IR 
In der PAS-Übersichtsfärbung der IR-Nieren an Tag 21 zeigte sich im Kortex 
und der äußeren Medulla in den PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen ein 
vergleichbarer Schaden. Es konnten eine verdickte Basalmembran, Verlust des 
Bürstensaums, dilatierte Tubuli, Epithelabflachungen und Epithelablösungen 
sowie Proteinzylinder nachgewiesen werden (Abb. 4.16). Tubulointerstitielle 
Ablagerungen von PAS-positivem Material, vermutlich extrazelluläre Matrix, 
zeigte sich jedoch in den PDGF-C+/+-Tieren stärker ausgeprägt, weshalb 
nachfolgend spezifische Analysen zur Expression und Akkumulation 
extrazellulärer Matrixproteine durchgeführt wurden (siehe 4.4.4 und 4.4.5). Die 
Glomeruli zeigten hingegen keine auffälligen Veränderungen. 
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Abb. 4.16: Nierenschaden an Tag 21 nach IR. Die PAS-Färbungen lassen tubulointerstitielle 
Matrixablagerungen im (A) Kortex und (B) der äußeren Medulla in der linken Niere 21 Tage 
nach IR erkennen, bei PDGF-C
+/+
-Tieren zeigt sich dabei eine stärkere Ablagerung als bei 
PDGF-C
-/-
-Tieren. Kortex und äußere Medulla weisen einen ähnlichen Schädigungsgrad auf.  
G = Glomerulus, T = Tubulus, B = Bürstensaum, P = Proteinzylinder, TD = tubuläre Dilatation,  
E = Epithelablösung, EF = Epithelabflachung, Pfeil = verdickte Basalmembran,  
* = Matrixablagerung. Dargestellt ist die PAS-Färbung beispielhafter PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
- 
Tiere in einer 200-fachen Vergrößerung.  
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4.4.4 PDGF-C-Defizienz reduziert die tubulointerstitielle Fibrose an 
Tag 21 nach IR 
Experimentelle Daten beschreiben eine wichtige Rolle von PDGF-C in der 
Entstehung von tubulointersitieller Nierenfibrose (Reigstad et al., 2005). In dem 
von unserer Arbeitsgruppe durchgeführten Modell der UUO (unilateral ureteral 
obstruction) konnte eine signifikante Reduktion akkumulierender Matrixproteine 
bei PDGF-C-/--Tieren sowie nach PDGF-C-Antagonismus im Nierenkortex 
nachgewiesen werden (Eitner et al., 2008). Frühere Studien demonstrieren 
zudem eine deutliche tubulointerstitielle Fibrose in der Spätphase nach IR 
(Bonventre und Yang, 2011). Deshalb wurden die Auswirkungen der PDGF-C-
Defizienz auf die renale Expression und die Akkumulation extrazellulärer 
Matrixproteine an Tag 21 nach IR analysiert. 
In den ersten Tagen nach IR war keine interstitielle Fibrose in der PAS-
Übersichtsfärbung erkennbar. Nach 21 Tagen zeigte sich jedoch bei PDGF-
C+/+- bzw. PDGF-C-/--Tieren eine starke Fibroseentwicklung im Kortex im 
Vergleich zu dem Sham-Kontrolltier (Kollagen I: 105- bis 52-fach; Kollagen IV: 
6- bis 3-fach, α-SMA: 62- bis 12-fach, Fibronektin: 524- bis 260-fach). Das 
Ausmaß der tubulointerstitiellen Fibrose, die in immunhistochemischen 
Färbungen für die extrazellulären Matrixproteine Kollagen I, Kollagen IV, 
Fibronektin sowie α-SMA (alpha-smooth muscle actin) untersucht wurde, war in 
PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen vermindert. Die 
tubulointerstitiellen Ablagerungen des Kollagen I waren bei PDGF-C-/--Mäusen 
mit einer Reduktion von 55% im Vergleich zu PDGF-C+/+-Tieren signifikant 
geringer (PDGF-C+/+ = 3,1 ± 1,3 vs. PDGF-C-/- = 1,6 ± 1,3; p = 0,03) (Abb. 4.17 
A). Auch in der Kollagen IV Färbung stellte sich mit einer 63%igen Reduktion 
eine signifikante Fibroseverminderung in PDGF-C-/--Tieren gegenüber PDGF-
C+/+-Tieren dar (PDGF-C+/+ = 20,4 ± 6,9 vs. PDGF-C-/- = 9,9 ± 8,2; p = 0,02) 
(Abb. 4.17 B). Die immunhistochemische Reaktivität von α-SMA, einem Marker 
aktivierter Fibroblasten, zeigte einen Trend in Richtung weniger Fibrose in 
PDGF-C-/--Tieren im Vergleich zu PDGF-C+/+-Tieren (Abb. 4.17 C). Außerdem 
wurde das Matrixprotein Fibronektin analysiert. Auch dabei war ein Trend zu 
weniger Fibrose in PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen 
nachweisbar (Abb. 4.17 D).  
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Abb. 4.17: PDGF-C-Defizienz reduziert die renale tubulointersititielle Fibrose an Tag 21 
nach IR. Die immunhistochemischen Färbungen von (A) Kollagen I und (B) Kollagen IV lassen 
eine signifikante Reduktion der tubulointerstitiellen Fibrose im Kortex bei PDGF-C
-/-
Tieren im 
Vergleich zu PDGF-C
+/+
-Tieren in der linken Niere 21 Tage nach IR erkennen. Aus der Wahl 
individueller Schwellenwerte bei der Quantifizierung resultieren deutliche Unterschiede im 
prozentualen Anteil positiv gefärbter Flächen von Kollagen I und Kollagen IV. Die 
immunhistochemischen Färbungen von (C) α-SMA und (D) Fibronektin zeigen einen Trend zu 
geringerer Expression und Ablagerung bei PDGF-C
-/-
-Tieren im Vergleich zu PDGF-C
+/+
-Tieren 
in der linken Niere 21 Tage nach IR. Die fotographischen Illustrationen dokumentieren die 
unterschiedlichen Färbungen der PDGF-C
+/+
-Tiere im Vergleich zu den PDGF-C
-/-
-Tieren in 
einer 200-fachen Vergrößerung. Die zugehörigen Graphen zeigen die computergestützte 
Messung der relativen positiv gefärbten Fläche. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede 
Gruppe. Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 angenommen.  
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4.4.5 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale mRNA-
Expression von Fibroseparametern an Tag 21 nach IR 
Neben spezifischer Immunhistochemie und Untersuchungen zur 
Proteinexpression erfolgte ebenfalls die Analyse der renalen mRNA-Expression 
der Fibroseparameter Kollagen I, Kollagen III, Kollagen IV, α-SMA und 
Fibronektin an Tag 21. 
Es zeigte sich dabei kein signifikanter Unterschied in der mRNA-Expression 
aller Parameter zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.18: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale mRNA-Expression der 
Fibroseparameter an Tag 21 nach IR. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der 
mRNA-Expression der Fibrose- und Fibrogeneseparameter (A) Kollagen I, (B) Kollagen III, (C) 
Kollagen IV, (D) α-SMA sowie (E) Fibronektin zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
- Tieren in 
der linken Niere 21 Tage nach IR. Die Graphen illustrieren die relative mRNA-Expression im 
Vergleich zum Mittelwert der mRNA-Expression von einem Sham-Kontrolltier. Die Linie 
kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
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4.4.6 PDGF-C-Defizienz reduziert die renale Makrophagen- und T-
Zell-Infiltration an Tag 21 nach IR 
Nach der Analyse des Einflusses von PDGF-C auf die Leukozyteninfiltration an 
Tag 1 und Tag 5 erfolgten die Untersuchungen verschiedener 
immunhistochemischer Färbungen für Immunzellen im Kortex und in der 
äußeren Medulla jetzt auch an Tag 21.  
An Tag 21 nach IR konnte in der ER-HR3 Färbung mit einer 80%igen 
Reduktion von ERHR-3-positiven Makrophagen eine signifikant reduzierte 
Makrophageninfiltration im Kortex in PDGF-C-/--Tieren im Vergleich zu PDGF-
C+/+-Tieren nachgewiesen werden (PDGF-C+/+ = 0,5 ± 0,4 vs. PDGF-C-/- = 0,1 ± 
0,1; p = 0,03) (Abb. 4.19 A). Des Weiteren zeigte sich ein deutlicher Trend in 
Richtung geringerer Anzahl F4/80-positiver Makrophagen im Kortex in  
PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu PDGF-C+/+-Mäusen (PDGF-C+/+ = 1,0 ± 1,0 
vs. PDGF-C-/- = 0,3 ± 0,2; p = 0,14) (Abb. 4.19 B). Auch die Anzahl CD3-
positiver T-Lymphozyten war im Kortex von PDGF-C-/--Tieren im Vergleich zu 
PDGF-C+/+-Tieren signifikant erniedrigt (PDGF-C+/+ = 3,2 ± 1,4 vs. PDGF-C-/- = 
1,5 ± 1,1; p = 0,03) (Abb. 4.19 C). In der äußeren Medulla konnte dagegen kein 
signifikanter Unterschied in der Anzahl T-Lymphozyten zwischen diesen beiden 
Gruppen nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich ein Trend zu weniger 
Leukozyten in PDGF-C-defizienten Tieren (Abb. 4.19 D). Im Vergleich zu dem 
Sham-Kontrolltier war die Leukozyteninfiltration in PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--
IR-Tieren in allen Färbungen erhöht (ER-HR3: 520- bis 130-fach, CD3 Kortex: 
16- bis 8-fach, CD3 äußere Medulla: 15- bis 11-fach). 
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Abb. 4.19: PDGF-C-Defizienz reduziert die renale Infiltration von Makrophagen und  
T-Lymphozyten im Kortex an Tag 21 nach IR. Die immunhistochemische Färbung von (A) 
ER-HR3 lässt eine signifikante Reduktion der ER-HR3-positiven Makrophagen und die Färbung 
von (B) F4/80 einen Trend zu einer geringeren Anzahl an F4/80-positiven Makrophagen im 
Kortex bei den PDGF-C
-/-
-Tieren im Vergleich zu PDGF-C
+/+
-Tieren in der linken Niere 21 Tage 
nach IR erkennen. Die immunhistochemischen Färbungen von (C) T-Lymphozyten zeigen eine 
signifikante Reduktion der T-Zellen im Kortex bei den PDGF-C
-/-
-Tieren im Vergleich zu PDGF-
C
+/+
-Tieren in der linken Niere 21 Tage nach IR. (D) In der äußeren Medulla ist kein signifikanter 
Unterschied in der Anzahl CD3-positiver T-Lymphozyten in der linken Niere 21 Tage nach IR 
zwischen den beiden Gruppen erkennbar. Die fotographischen Illustrationen zeigen 
Gewebepräparate der PDGF-C
+/+
-Tiere im Vergleich zu den PDGF-C
-/-
-Tieren in einer 200-
fachen Vergrößerung. Die zugehörigen Graphen zeigen die computergestützte Messung der 
relativen positiv gefärbten Fläche bei den ERHR3- und F4/80-Färbungen bzw. die Bestimmung 
der positiv gefärbten Zellen pro Gesichtsfeld (entspricht 62500 µm²) bei der CD3-Färbung. Die 
Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe. Statistische Signifikanz wird bei * p < 0,05 
angenommen. 
 
 
4.4.7 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale mRNA-
Expression von proinflammatorischen Mediatoren an Tag 21 
nach IR 
Nach der Analyse des Einflusses von PDGF-C auf die renale Infiltration von 
Leukozyten an Tag 21 erfolgte anschließend eine Analyse der renalen 
Expression der  Chemokine MCP-1 und RANTES sowie des 
Chemokinrezeptors CCR2 zu diesem Zeitpunkt. 
In den linken IR-Nieren der PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäuse konnte an Tag 
21 kein signifikanter Unterschied in der renalen Transkript-Expression der 
Chemokine MCP-1 und RANTES sowie des Chemokinrezeptors CCR2 
nachgewiesen werden. Im Vergleich zum Sham-Kontrolltier war jedoch eine 
deutliche renale Überexpression aller untersuchten Gene in den IR-Tieren 
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erkennbar: Die Chemokine MCP-1 und RANTES zeigten dabei eine 363- bis 
282-fache und 18- bis 14-fache, der Chemokinrezeptor CCR2 eine 52- bis 57-
fache mRNA-Hochregulation (Abb. 4.20). 
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Abb. 4.20: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Chemokin-Transkript-
Expression an Tag 21 nach IR. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der mRNA-
Expression der Chemokine (A) MCP-1 und (B) RANTES sowie (C) des Chemokinrezeptors 
CCR2 zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere 21 Tage nach IR. Die 
Graphen illustrieren die relative Chemokin-mRNA-Expression im Vergleich zum Mittelwert der 
mRNA-Expression von einem Sham-Kontrolltier. Die Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede 
Gruppe.  
 
 
4.4.8 PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 an Tag 21 nach IR 
Mittels Nieren-Proteinextrakten wurde im Western Blot die renale NGal-
Expression analysiert. Es zeigte sich dabei kein signifikanter Unterschied in der 
NGal Proteinexpression zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen mit IR-
geschädigten Nieren an Tag 21. Im Vergleich zu der Sham-Kontrollmaus gab 
es aber einen 2-fachen Anstieg bei der renalen Expression des Biomarkers 
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NGal in IR-Tieren (Abb. 4.21 A). Außerdem wurde die renale mRNA-Expression 
von NGal und KIM-1 untersucht. Dabei war wiederum kein signifikanter 
Unterschied zwischen beiden Genotypen nachweisbar, jedoch gab es bei NGal 
eine 273- bis 290-fache und bei KIM-1 eine 77- bis 86-fache Hochregulation der 
mRNA-Expression in den Nieren der IR-Tiere im Vergleich zum Sham-
Kontrolltier (Abb. 4.21 B und C). 
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Abb. 4.21: PDGF-C-Defizienz hat keinen Einfluss auf die renale Expression der tubulären 
Schädigungsmarker NGal und KIM-1 an Tag 21 nach IR. (A) Im NGal Western Blot ist kein 
signifikanter Unterschied in der NGal-Proteinexpression zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
Tieren in der linken Niere 21 Tage nach IR feststellbar. Dargestellt ist ein repräsentativer 
Western Blot mit Werten von n = 5 (PDGF-C
+/+
-Tiere) bzw. n = 3 (PDGF-C
-/-
-Tiere). Als 
Ladekontrolle diente der Nachweis der Erk-Proteinexpression. Der Graph illustriert die relative 
NGal-Expression im Vergleich zum Mittelwert der NGal-Expression von einem Sham-
Kontrolltier. Weiterhin ist kein Unterschied in der mRNA-Expression der Biomarker (B) NGal 
sowie (C) KIM-1 zwischen PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tieren in der linken Niere an Tag 21 nach 
IR erkennbar. Die Graphen illustrieren die relative NGal-bzw. KIM-1-mRNA-Expression im 
Vergleich zum Mittelwert der mRNA-Expression von einem gesunden Sham-Kontrolltier. Die 
Linie kennzeichnet den Mittelwert für jede Gruppe.  
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5 Diskussion  
Eine weltweit steigende Anzahl von Patienten mit akutem und chronischem 
Nierenversagen sowie mangelnde Erfolge in der Bekämpfung der chronischen 
Transplantatnephropathie zeigen die Notwendigkeit einer weiteren Erforschung 
des akuten Nierenversagens und machen neue wirksame Therapie-Ansätze 
dringend erforderlich (Cruz und Ronco, 2007, Levey et al., 2007, Keith et al., 
2006).  
Ein zur Erforschung des akuten Nierenversagens angewandtes 
tierexperimentelles Modell ist das der Ischämie/Reperfusion. Ischämisch-
bedingte Nierenerkrankungen gehen im murinen Modell mit einer vermehrten 
Infiltration von Entzündungszellen, tubulärem Schaden, Apoptose, Proliferation 
von Fibroblasten sowie Ablagerungen von extrazellulärer Matrix einher (Forbes 
et al., 2000).  
Von wichtiger Bedeutung für die Entstehung von Inflammation und 
tubulointerstitieller Fibrose bei Nierenerkrankungen sind die 
Wachstumsfaktoren der PDGF-Familie (Eitner und Floege, 2003). Während 
PDGF-B und PDGF-D über den PDGFR-β vor allem zu mesangialer 
Zellproliferation und Glomerulosklerose führen, haben PDGF-C und, zu einem 
geringeren Grad, auch PDGF-A über den PDGFR-α Einfluss auf Inflammation, 
extrazelluläre Matrixproduktion und tubulointerstitielle Fibrose (Ostendorf et al., 
2012). Die in früheren Studien unserer Arbeitsgruppe analysierte molekulare 
Basis des Mitogens PDGF-C beschreibt den PDGFR-α, an den PDGF-C 
hauptsächlich bindet, als konstitutiv exprimiert im renalen Interstitium und 
hochreguliert bei renaler Fibrose (Eitner et al., 2002, Eitner et al., 2003).  
Erste Zusammenhänge zwischen PDGF-C und Fibrose wurden mit der 
Entdeckung des Wachstumsfaktors durch Li et al. als potentes Mitogen für 
Fibroblasten gezeigt (Li et al., 2000). In verschiedenen Organen wie z.B. in 
Herz, Lunge und Leber wurde in transgenen Mäusen eine Hochregulation von 
PDGF-C in der Phase der Fibroseentwicklung nachgewiesen und ließ auf einen 
möglichen Zusammenhang zwischen PDGF-C und fibrotischem Gewebeumbau 
schließen (Ponten et al., 2003, Zhuo et al., 2004, Campbell et al., 2005). Bei 
den bisher durchgeführten Studien zur Rolle von PDGF in der Entstehung von 
Nierenerkrankungen, die sich hauptsächlich auf sklerosierende glomeruläre 
Läsionen beschränken, konnte jedoch keine führende Rolle der Isoform PDGF-
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C gefunden werden (Floege et al., 2007). Im renalen Modell der UUO war 
hingegen durch unsere Arbeitsgruppe eine verminderte tubulointerstitielle 
Fibrose bei PDGF-C-Defizienz nachweisbar (Eitner et al., 2008). Genaue 
Erkenntnisse über die Rolle von PDGF-C in der Inflammation und 
Fibroseentstehung als sekundäres Geschehen standen bisher noch aus, zu 
deren Entschlüsselung mit unserer Arbeit jedoch jetzt ein wichtiger Beitrag 
geliefert werden konnte.  
Ebenfalls ist die Rolle von PDGF-C in der Regeneration des Tubulusschadens 
im akuten Nierenversagen mit möglichen Konsequenzen im Falle einer  
therapeutischen anti-PDGF-C-Intervention in dieser Arbeit untersucht worden. 
Unsere Arbeitsgruppe konnte kürzlich die verspätete Regeneration von 
glomerulären Endothelzellen an Tag 5 bei Inhibition von PDGF-C im Modell der 
anti-Thy1.1 Glomerulonephritis zeigen und somit eine protektive Wirkung von 
PDGF-C in der Frühphase der anti-Thy1.1 Glomerulonephritis (Boor et al., 
2010). Eine protektive Wirkung im Hinblick auf Tubulus-Regeneration zeigte 
eine andere Arbeitsgruppe im IR-Modell der Maus für den Wachstumsfaktor 
PDGF-B. Die allerdings nur bedingt spezifische Inhibition von PDGF-B bzw. des 
PDGFR-β mit Trapidil, einem Phosphodiesterase-Hemmer von PDGF-B, oder 
Ki6896, das die Autophosphorylierung des PDGFR-β hemmt, führte in Ratten 
zur einer geringeren Kreatinin-Clearance, einer höheren Mortalitätsrate, einem 
abnormalen tubulären Reparaturvorgang und einer verminderten Proliferation 
von Tubuluszellen an Tag 1 nach bilateraler IR (Nakagawa et al., 1999). 
Nakagawa et al. beschreiben PDGF-B somit als einen wichtigen Faktor in der 
Regeneration tubulärer Zellen und lassen eine Inhibition von PDGF-B im akuten 
Nierenversagen nicht als einen wirksamen therapeutischen Ansatz erscheinen. 
Eine Studie unserer Arbeitsgruppe mit spezifischer PDGF-B-Inhibition in der 
akuten Phase der progressiven anti-Thy 1.1 mesangioproliferativen 
Glomerulonephritis in der Ratte zeigte eine geringere renale Infiltration von 
Makrophagen und reduzierte mesangioproliferative Veränderungen an Tag 8 
sowie eine deutlich reduzierte renale Fibrose an Tag 100 (Ostendorf et al., 
2001).  
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Diese Daten zeigen, dass zeitlich unterschiedliche Expressionen der PDGFs zu 
verschiedenen Reaktionen in Nierenerkrankungen führen und somit Zeitpunkt 
und Art einer potentiellen spezifischen Intervention dementsprechend genau 
gewählt werden müssen, d.h. ob und wann eine therapeutische Gabe bzw. 
Inhibition der Wachstumsfaktoren sinnvoll wäre.  
 
5.1 Genexpression des PDGF-Systems bei PDGF-C-Defizienz 
Anhand einer Transkript-Expressionsanalyse der PDGF-Isoformen und ihrer 
Rezeptoren im Verlauf des IR-Modells in PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen 
wurde eine potentielle differentielle Regulation des PDGF-Systems während 
Inflammation, Tubulusschädigung, Regeneration und tubulointerstitieller Fibrose 
in dem Modell untersucht. Dabei zeigte sich ab Tag 5 eine Überexpression aller 
vier PDGF-Isoformen, aber keine  Unterschiede zwischen den Genotypen 
(PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäuse). PDGF-C war zu allen 
Untersuchungszeitpunkten der Erkrankung im Vergleich zu Sham-Kontrolltieren 
moderat überexprimiert, in PDGF-C-/--Mäusen hingegen gar nicht exprimiert. 
Somit scheint die Abwesenheit von PDGF-C im Modell der IR nicht zu einer 
Kompensation durch die anderen PDGF-Isoformen zu führen.  
 
5.2 Inflammation bei PDGF-C-Defizienz 
Ein Ziel unserer Arbeit war die Aufdeckung eines potentiellen Zusammenhangs 
zwischen PDGF-C und Inflammation. Progressive renale Erkrankungen sind in 
der akuten Phase als Zeichen einer Beteiligung proinflammatorischer Prozesse 
in der Pathogenese der Fibroseentstehung durch ein verstärktes Auftreten 
mononukleärer Zellen wie Makrophagen und T-Lymphozyten gekennzeichnet. 
Die Migration von Entzündungszellen über peritubuläre Kapillaren ins 
Interstitium wird über proinflammatorische Chemokine vermittelt, wie die im 
Zusammenhang mit Nierenerkrankungen häufig untersuchten Chemokine MCP-
1 und RANTES sowie den Chemokinrezeptor CCR2. Dabei korreliert vor allem 
die Expression des Chemokins MCP-1 mit der interstitiellen Infiltration von 
Makrophagen und dem Grad der Fibrose bei vielen Nierenerkrankungen 
(Prodjosudjadi et al., 1995, Mezzano et al., 2000, Wada et al., 1999). Vorherige 
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Studien zeigten, dass Immunzellen und mit PDGF-C stimulierte Fibroblasten 
eine weitere Chemokinproduktion anregen sowie unabhängig von Chemokinen 
weitere Immunzellen aktivieren (Eitner et al., 2008, Burne-Taney et al., 2005). 5 
Tage nach IR waren in unseren Experimenten eine reduzierte mRNA-
Expression des proinflammatorischen Chemokins MCP-1 sowie eine reduzierte 
Infiltration von F4/80-positiven Makrophagen und T-Lymphozyten bei PDGF-C-
Defizienz nachweisbar. An Tag 1 nach IR konnten keine reduzierte 
Chemokinexpression und Leukozyteninfiltration nachgewiesen werden. Die 
Infiltration mit ER-HR3-positiven Makrophagen sowie T-Lymphozyten an Tag 21 
war bei PDGF-C-Defizienz verringert. Diese Ergebnisse lassen auf eine 
Regulation der Inflammation vor allem in den späten Phasen nach IR durch 
PDGF-C schließen, in der Frühphase nach IR scheint die PDGF-C-Defizienz 
jedoch keinen Einfluss auf die Infiltration mit Entzündungszellen zu haben. Des 
Weiteren war ein kontinuierlicher Anstieg der Chemokinexpression im 
Zeitverlauf zu erkennen. Da diese vermehrt gebildeten Chemokine in die 
systemische Zirkulation abgegeben werden, bleibt der Einfluss der renalen IR 
auf die extrarenale Homöostase über den sogenannten organ cross talk zu 
überprüfen. So zeigten Burne-Taney et al. funktionelle Veränderungen von 
Immunzellen in extrarenalen lymphatischen Organen wie der Milz bei einer 
Infiltration mit T-Lymphozyten nach IR (Burne-Taney et al., 2005). 
Furuichi et al. zeigten eine verbesserte Nierenfunktion, verminderte 
Makrophageninfiltration und tubuläre Schädigung nach 24 und 48 Stunden 
sowie weniger Fibrose zwischen Tag 7 und 14 bei Blockade des 
Chemokinrezeptors CX3CR1 nach unilateraler IR. Die Expression des 
Wachstumsfaktors PDGF-B war bei CX3CR1-defizienten Mäusen signifikant 
vermindert, was die Möglichkeit einer CX3CR1-abhängigen PDGF-B-
Freisetzung aus CX3CR1-exprimierenden Plättchen nahelegt (Furuichi et al., 
2006). Die Analyse der Expression dieses Chemokinrezeptors sowie seiner 
potentiellen Regulation durch PDGF-C in der IR wäre möglicherweise hilfreich.   
Außerdem beeinflusst  das antiinflammatorische endogen produzierte Zytokin 
IL-10 die Entstehung von ischämischen Nierenerkrankungen. Deng et al. 
beschrieben bei IL-10-Gabe vor der Reperfusion der bilateralen IR eine 
verminderte Infiltration mit neutrophilen Granulozyten, eine geringere Induktion 
von iNOS (inducible nitric oxide synthase) sowie weniger nekrotischen 
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tubulären Schaden 24 Stunden nach IR (Deng et al., 2001). Zager et al. zeigen 
eine konstant erhöhte mRNA-Expression von IL-10 im Zeitverlauf der IR. Die 
renale Proteinexpression des Interleukins fiel jedoch in Woche 1 und 3 nach IR 
auf 50% des Wertes von Tag 1 (Zager et al., 2011). Dies scheint in einem durch 
ANV induzierten mRNA-Translationsblock begründet zu sein (Zager et al., 
2009). Die in anderen Studien nachgewiesene protektive Hochregulation des 
Faktors IL-10 nach IR könnte laut Zager et al. eher als eine systemische 
Beteiligung als ein nierenspezifisches Geschehen interpretiert werden, lässt 
aber dennoch Raum für eine weitergehende Evaluation dieses Faktors (Zager 
et al., 2009, Deng et al., 2001). Ein Zusammenhang zwischen IL-10 und PDGF 
ist in der IR bisher nicht beschrieben worden.  
 
5.3 Tubulusschaden und Regeneration bei PDGF-C-Defizienz 
Als Weiteres haben wir die Entstehung und Regeneration des tubulären 
Schadens untersucht. Die an Tag 1 und 5 nachgewiesene ausgeprägte 
Tubulusschädigung zeigte in unserem Experiment keine Beeinflussung durch 
PDGF-C-Defizienz. Sowohl der Overall Score als auch die Quantifizierung der 
Einzelparameter des Tubular Injury Scores, wie Verlust des Bürstensaums oder 
tubuläre Dilatation, erwiesen sich bei beiden Zeitpunkten als nicht 
unterschiedlich zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren. Anders als die 
Studie über PDGF-B der Arbeitsgruppe Nakagawa et al. zeigen die von uns 
erhobenen Ergebnisse zu PDGF-C keinen größeren tubulären Schaden bei 
PDGF-C-Defizienz und bestätigen somit die These einer potentiell 
schädigenden Inhibition von PDGF-C in der frühen Phase des ANV nicht.  
Zum Nachweis des Tubuluschadens in der Ratte benutzte Marker sind die 
epithelial-mesenchymalen Dedifferenzierungsmarker Vimentin und E-Cadherin, 
das letzte ein die Zellintegrität und -polarität von renalen Tubulusepithelzellen 
aufrechterhaltendes Adhäsionsprotein. In Ischämie-geschädigtem Gewebe 
nach IR in der Ratte ist eine verminderte Expression des epithelialen Markers 
E-Cadherin, jedoch eine Überexpression des Transdifferenzierungsmarkers 
Vimentin nachweisbar (Prakash et al., 2008). Der Nachweis des 
Tubuluschadens mit Vimentin und E-Cadherin in der Maus ist auf Grund von 
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Problemen bei immunhistochemischen Färbemethoden bisher jedoch nicht 
gelungen.  
Hypoxie gilt als einer der bestimmenden Faktoren im Ischämie-
Reperfusionsschaden. Ein Regulationsmechanismus der zellulären Antwort auf 
Hypoxie ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors HIF (hypoxia-inducible 
factor). Er besteht aus der Sauerstoff-sensitiven HIF-α-Untereinheit, von denen 
die Isoformen HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α bekannt sind, sowie den 
entsprechenden, konstitutiv exprimierten HIF-β-Untereinheiten. Bei Normoxie 
wird die HIF-α-Untereinheit durch das Enzym PDH (HIF Prolyl-Hydroxylase) 
hydroxyliert und über das Von-Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor-Protein 
abgebaut. Da bei Hypoxie Sauerstoff als wichtiges Substrat für die 
Hydroxylierung fehlt, wird die HIF-α-Untereinheit nicht abgebaut, sondern 
dimerisiert mit der HIF-β-Untereinheit und erhöht so die Transkription 
verschiedener Zielgene wie PDGFs und VEGFs (Nangaku, 2006). HIF-1α 
erhöht die durch PDGF-AB induzierte Proliferation von glatten Muskelzellen in 
Gefäßen und fördert durch eine erhöhte Expression von PDGF-C die 
Angiogenese bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen (Wan et al., 2011, Schultz 
et al., 2006). Bei Nierenzellkarzinomen scheint eine Blockade der HIF-PDGFR-
β-Achse mit dem Tyrosin-Kinase-Inhibitor Sunitinib das Tumorwachstum zu 
verlangsamen (Sosman et al., 2007). HIF ist in verschiedenen Modellen des 
akuten Nierenversagens wie der renalen unilateralen IR hochreguliert. Dabei 
wird die Isoform HIF-1α vor allem in Tubulusepithelzellen und die HIF-β-
Untereinheit in peritubulären Endothelzellen sowie Fibroblasten exprimiert 
(Rosenberger et al., 2002). Die Vorbehandlung mit HIF-1α vor IR sowie die 
Hemmung der PDH verbessern die Nierenfunktion und reduzieren den renalen 
Gewebeschaden (Bernhardt et al., 2006), sodass beide Interventionen zur 
Behandlung ischämischer Nierenschäden sinnvoll sein könnten (Weidemann et 
al., 2008, Hill et al., 2008). Ein Zusammenhang zwischen HIF-1α und seinem 
Zielgen PDGF in ischämischen Nierenerkrankungen ist noch nicht bekannt.  
Ein potentieller Einfluss von PDGF-C auf die Regeneration des tubulären 
Schadens wie Apoptose, Zellproliferation und die Biomarker NGal und KIM-1 
wurde ebenfalls in unseren Experimenten untersucht und wird im Folgenden 
erläutert.  
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In den Analysen zur Apoptoseentstehung konnten wir keinen Einfluss von 
PDGF-C auf die Apoptoseentstehung an Tag 1 und Tag 5 nach IR erkennen. Im 
Zeitverlauf ist an Tag 1 nach IR deutlich mehr Apoptose nachweisbar als an 
Tag 5: in den Tubuli der äußeren Medulla war die Apoptose 6 bis 8-fach an Tag 
1 und 1,1-fach an Tag 5 hochreguliert bei IR-Tieren im Vergleich zu Sham-
Kontrolltieren. Die Apoptose vermittelt den kontrollierten Abbau unbrauchbarer 
Zellen und tritt als über Caspasen endogen-regulierter Zelltod vor allem 
während der Embryogenese, bei Gewebeatrophie sowie in gewissem Ausmaß 
unter physiologischen Bedingungen auf. Verschiedene Faktoren können die 
Apoptoseentstehnung auslösen und modulieren, darunter auch Hypoxie, 
Ischämie, Zytokine und Wachstumsfaktoren wie IGF-1 und EGF (Klahr und 
Morrissey, 2002). Ein direkter Zusammenhang zwischen PDGF-C sowie den 
anderen PDGF-Isoformen und der Entstehung von Apoptose in der Niere ist 
bisher aber noch nicht beschrieben. In der Retina und im Gehirn zeigte PDGF-
C einen neuroprotektiven Effekt, indem es Neurone im Modell des Ischämie-
induzierten Schlaganfalls vor Apoptose schützt (Tang et al., 2010).  
Außerdem wurde die renale medulläre Zellproliferation in unserer Arbeit 
untersucht. Dabei war 5 Tage nach IR keine Beeinflussung der Zellproliferation 
durch PDGF-C nachweisbar. Vansthertem et al. konnten bei bilateraler IR in der 
Ratte eine maximale tubuläre Zellproliferation 1 bis 3 Tage nach Reperfusion 
sowie eine Coexpression von PCNA mit dem Schädigungsmarker Vimentin 
nachweisen (Vansthertem et al., 2010). Vorläufige Studien unserer 
Arbeitsgruppe zeigten eine maximale Zellproliferation an Tag 2 nach IR in der 
Maus, sodass Untersuchungen zur Rolle von PDGF-C für die renale medulläre 
Zellproliferation zu diesem Zeitpunkt ebenfalls interessant werden könnten.   
An allen Untersuchungszeitpunkten wurde der Einfluss von PDGF-C auf die 
Regulation von NGal und KIM-1, zwei Biomarkern für akutes Nierenversagen, 
analysiert. Verschiedene Studien zeigen, dass der Nachweis der Marker NGal 
und Cystatin C in Urin und Serum sowie KIM-1 und IL-18 im Urin eine frühere 
Diagnose des Nierenschadens ermöglicht als die Messung des 
Serumkreatinins, welches erst 48 Stunden nach Beginn des Schadens bei ANV 
ansteigt (Schrier, 2010, Nickolas et al., 2008, de Geus et al., 2012). An keinem 
der in unserem Experiment untersuchten Zeitpunkte konnte jedoch ein Einfluss 
von PDGF-C auf die Biomarker NGal und KIM-1 festgestellt werden. So zeigte 
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sich kein Unterschied zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren in der 
Proteinexpression innerhalb renalen Gewebes für den Biomarker NGal und 
auch nicht für die renale mRNA-Expression von NGal und KIM-1 zu allen 
Zeitpunkten. Außerdem war kein Unterschied im NGal-Spiegel im Urin 
zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/-- Tieren an Tag 5 nach IR nachweisbar. 
Vor allem die Biomarker NGal und KIM-1 sind mittlerweile als Marker für 
tubuläre Schädigung im IR-Modell der Maus etabliert. Nach Bienholz et al. 
scheint vor allem der Schädigungsmarker KIM-1 für einen frühzeitigen 
Nachweis einer Nierenschädigung von Bedeutung zu sein. In ihren 
Experimenten war für KIM-1 sowohl immunhistochemisch als auch in der 
mRNA-Expressions-Analyse eine signifikante Hochregulation 45 min und 4 
Stunden nach bilateraler IR in der Ratte nachweisbar. Der Biomarker NGal war 
hingegen zwar 4 Stunden nach IR immunhistochemisch detektierbar, seine 
mRNA-Expression aber weder 45 min noch 4 Stunden nach IR signifikant 
hochreguliert, sodass Bienholz et al. auf eine fehlende Spezifität des 
Biomarkers NGal zur Detektion des frühen renalen Schadens schlossen 
(Bienholz et al., 2012).  
 
5.4 Tubulointerstitielle Fibrose bei PDGF-C-Defizienz 
Schließlich wurde in dieser Arbeit die Rolle von PDGF-C in der Regulation von 
Fibrose als sekundäres Geschehen im experimentellen akuten Nierenversagen 
untersucht.  
Zwei der am häufigsten zur Erforschung der renalen tubulointerstitiellen Fibrose 
angewandten tierexperimentellen Modelle sind die UUO (unilateral ureteral 
obstruction) und die renale IR (Ischämie/Reperfusion) in der Maus. Bei der 
2002 von Klahr und Morrissey beschriebenen UUO erfolgt die komplette 
Obstruktion des Ureters durch Kauterisation auf Höhe des unteren Nierenpols 
und anschließende Durchtrennung des Ureters (Klahr und Morrissey, 2002). Als 
Modell der obstruktiven Nephropathie kommt es bei der UUO durch Harnstau 
und daraus resultierender Hydronephrose innerhalb weniger Tage zu 
Leukozyteninfiltration, kortikalen Gewebeverlusten durch Tubulusatrophie sowie 
tubulointerstitieller Nierenfibrose (Wu und Brooks, 2012, Kim et al., 2010). 3 bis 
5 Tage nach Ligatur sind in der UUO eine erhöhte mRNA-Expression 
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proinflammatorischer Zytokine und Leukozyteninfiltration sowie eine vermehrte 
Myofibroblasten-Akkumulation und tubulointerstitielle Fibrose nachweisbar 
(Eitner et al., 2008, Docherty et al., 2006). Im Gegensatz zur UUO, einem 
Modell für die primäre Entstehung von tubulointerstitieller Fibrose, ermöglicht 
das von uns untersuchte Modell der IR eine Analyse der Rolle von PDGF-C in 
der Entstehung von akuter Entzündung, tubulärem Schaden und dessen 
Reparatur. Tubulointerstitielle Fibrose entwickelt sich in der IR erst als 
sekundäres Geschehen.  
Im Gegensatz zu früheren Studien, die das Modell der IR mit einer Ischämiezeit 
von 60-120 min verwendeten, zeigten Zager et al., dass schon eine 30-minütige 
Ischämiezeit einen progressiven renalen Schaden bewirken und somit schon 
ein leichter Nierenschaden zu chronischem Nierenversagen führen kann (Finn 
et al., 1984, Zager et al., 2011).   
Aus vorherigen in vitro Studien ist bekannt, dass PDGF-C seine Funktion über 
den PDGFR-α vermittelt. Interstitiell residente Fibroblasten und Myofibroblasten 
in der Fibrose exprimieren den PDGFR-α in hohem Maße, sodass PDGF-C die 
Fibroblastenaktivierung und Matrixakkumulation direkt über eine Stimulation 
des PDGFR-α auf diesen Zellen induziert (Eitner et al., 2008). In unseren 
Experimenten konnte bei PDGF-C-/--Mäusen 21 Tage nach IR eine signifikant 
verminderte Akkumulation der Matrixproteine Kollagen I und Kollagen IV in 
immunhistochemischen Färbungen nachgewiesen werden. Zudem fanden wir 
einen Trend zu weniger tubulointerstitiellem Fibronektin und α-SMA in PDGF-C-
defizienten Mäusen, einem Marker aktivierter tubulointerstitieller 
Myofibroblasten, die im Wesentlichen für die tubulointerstitielle Matrixproduktion 
in der renalen Fibrose verantwortlich sind. Diese PDGF-C-abhängige Reduktion 
der Matrixproteine scheint auf posttranskriptioneller und/oder posttranslationaler 
Ebene reguliert zu werden, da die mRNA-Expression dieser Gene nicht 
signifikant unterschiedlich zwischen PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Tieren war. 
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Trotz vieler Fortschritte bei der Erforschung der Ursachen und Faktoren des 
akuten Nierenversagens bleibt dieses ein großes medizinisches und 
ökonomisches Problem. Insbesondere die hohe Mortalitätsrate nach ANV 
konnte in den letzten vier Dekaden kaum reduziert werden.  
In unserer Studie zur möglicherweise protektiven Rolle von PDGF-C im Modell 
der murinen IR verglichen wir den Krankheitsverlauf zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Mäusen über einen Zeitraum von drei Wochen. Alle vier PDGF-
Isoformen wurden spätestens ab Tag 5 renal überexprimiert, dabei zeigte 
PDGF-C mit einer über den kompletten Beobachtungszeitraum konstanten 
mRNA-Überexpression um den Faktor 2 im Vergleich zu kontrollbehandelten 
Tieren eine eher gemäßigte Zunahme. Für die einzelnen PDGF-Isoformen und 
PDGF-Rezeptoren konnte zu allen drei Zeitpunkten nach IR kein signifikanter 
Unterschied hinsichtlich renaler mRNA-Expression zwischen PDGF-C+/+- und 
PDGF-C-/--Mäusen gemessen werden. PDGF-C-mRNA war in den PDGF-C-/--
Mäusen naturgemäß gar nicht exprimiert. An Tag 1 nach IR konnten wir im 
Vergleich zu Sham-Kontrolltieren einen stärkeren tubulären Schaden, mehr 
Apoptose, eine erhöhte renale Infiltration F4/80- und ER-HR3-positiver 
Makrophagen sowie Ly6G-positiver neutrophilen Granulozyten und eine 
erhöhte mRNA-Expression der proinflammatorischen Mediatoren MCP-1, 
RANTES und CCR2 sowie der Schädigungsmarker NGal und KIM-1 
nachweisen, allerdings bestand hier kein Unterschied zwischen den beiden 
Genotypen. An Tag 5 zeigte sich eine Reduktion F4/80-positiver Makrophagen 
und T-Lymphozyten sowie eine verminderte mRNA-Expression des Chemokins 
MCP-1 bei PDGF-C-/--Mäusen. Die anderen untersuchten Parameter, wie 
Tubulusschädigung, ER-HR3-positive Makrophagen, Ly6G-positive neutrophile 
Granulozyten, proinflammatorische Mediatoren, Apoptose, Zellproliferation und 
die Schädigungsmarker NGal und KIM-1, zeigten keinen Unterschied zwischen 
PDGF-C+/+- und PDGF-C-/--Mäusen, waren aber erhöht im Vergleich zu Sham-
Kontrolltieren. 21 Tage nach IR konnte eine signifikant verminderte 
tubulointerstitielle Fibrose in PDGF-C-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-
Mäusen festgestellt werden. Dabei zeigte sich eine verminderte Ablagerung der 
Kollagene I und IV in der Immunhistologie, die mRNA-Expression von α-SMA 
und der Fibroseparameter Kollagen I, III, IV und Fibronektin erwies sich jedoch 
Zusammenfassung und Ausblick 
 
94 
 
als nicht unterschiedlich zwischen den beiden Genotypen. Außerdem war in 
PDGF-C-/--Mäusen eine geringere Infiltration ER-HR3-positiver Makrophagen 
sowie T-Lymphozyten nachweisbar. Kein Unterschied zwischen den Genotypen 
konnte für die renale Infiltration F4/80-positiver Makrophagen, der Expression 
der proinflammatorischen Zytokine MCP-1, RANTES und des 
Chemokinrezeptor CCR2 sowie der Schädigungsmarker NGal und KIM-1 
festgestellt werden, allerdings waren diese Parameter im Vergleich zu den 
Sham-Kontrolltieren deutlich erhöht.   
Entgegen unserer ursprünglichen Hypothese konnte deshalb für PDGF-C in der 
akuten Phase der renalen IR an Tag 1 und 5 kein protektiver, sondern im 
Gegenteil ein proinflammatorischer Einfluss festgestellt werden, der in der 
späten Phase der Erkrankung (Tag 21) zu einer signifkant gesteigerten 
tubulointerstitiellen Fibrose führte. Die Inhibition von PDGF-C könnte somit im 
akuten und chronischen Nierenversagen eine sinnvolle Therapieoption sein.   
Zur Erforschung der klinischen Relevanz dieser Ergebnisse und des 
potentiellen Nutzens von PDGF-C zur Behandlung des akuten und chronischen 
Nierenversagens sowie der chronischen Transplantatnephropathie  sind 
allerdings weitere Experimente nötig. Geplant sind daher experimentelle 
Studien im IR-Modell in der Maus sowie in einem toxischen Modell des akuten 
Nierenversagens mit spezifischen anti-PDGF-C-Antikörpern. Zur Entdeckung 
neuer Therapiemöglichkeiten von ischämischen Nierenschäden könnte 
möglicherweise auch die Erforschung eines potentiellen Zusammenspiels 
zwischen dem Transkriptionsfaktor HIF-1α  und PDGF-C hilfreich sein.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Literaturverzeichnis                                                                                     
 
95 
 
7 Literaturverzeichnis 
ABBOUD, H. E. 1995. Role of platelet-derived growth factor in renal injury. Annu Rev 
Physiol, 57, 297-309. 
ABRASS, C. K., HANSEN, K. M. & PATTON, B. L. 2010. Laminin alpha4-null 
mutant mice develop chronic kidney disease with persistent overexpression of 
platelet-derived growth factor. Am J Pathol, 176, 839-49. 
ADLER, A. I., STEVENS, R. J., MANLEY, S. E., BILOUS, R. W., CULL, C. A. & 
HOLMAN, R. R. 2003. Development and progression of nephropathy in type 2 
diabetes: the United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS 64). Kidney 
Int, 63, 225-32. 
ANDRAE, J., GALLINI, R. & BETSHOLTZ, C. 2008. Role of platelet-derived growth 
factors in physiology and medicine. Genes Dev, 22, 1276-312. 
BAGNASCO, S., GOOD, D., BALABAN, R. & BURG, M. 1985. Lactate production in 
isolated segments of the rat nephron. Am J Physiol, 248, F522-6. 
BARNES, J. L., WOODRUFF, K. A., LEVINE, S. P. & ABBOUD, H. E. 1996. 
Inhibition of mesangial cell proliferation by platelet factor 4. J Am Soc Nephrol, 
7, 991-8. 
BELLOMO, R., KELLUM, J. A. & RONCO, C. 2012. Acute kidney injury. Lancet, 
380, 756-66. 
BERGSTEN, E., UUTELA, M., LI, X., PIETRAS, K., OSTMAN, A., HELDIN, C. H., 
ALITALO, K. & ERIKSSON, U. 2001. PDGF-D is a specific, protease-
activated ligand for the PDGF beta-receptor. Nat Cell Biol, 3, 512-6. 
BERNHARDT, W. M., CAMPEAN, V., KANY, S., JURGENSEN, J. S., 
WEIDEMANN, A., WARNECKE, C., AREND, M., KLAUS, S., GUNZLER, 
V., AMANN, K., WILLAM, C., WIESENER, M. S. & ECKARDT, K. U. 2006. 
Preconditional activation of hypoxia-inducible factors ameliorates ischemic 
acute renal failure. J Am Soc Nephrol, 17, 1970-8. 
BIENHOLZ, A., ICKEROTT, P.-C., HINKELDEIN, T., WANG, X., WITZKE, O., DE 
GROOT, H., PETRAT, F., KRIBBEN, A. & FELDKAMP, T. 2012. NGal is no 
specific biomarker for renal damage in ischemic acute kidney injury (Abstract), 
"Kongress für Nephrologie" der DGfN, Hamburg, 2012. 
BOHLE, A., MACKENSEN-HAEN, S. & VON GISE, H. 1987. Significance of 
tubulointerstitial changes in the renal cortex for the excretory function and 
concentration ability of the kidney: a morphometric contribution. Am J Nephrol, 
7, 421-33. 
BONNER, J. C. 2004. Regulation of PDGF and its receptors in fibrotic diseases. 
Cytokine Growth Factor Rev, 15, 255-73. 
BONVENTRE, J. V. & WEINBERG, J. M. 2003. Recent advances in the 
pathophysiology of ischemic acute renal failure. J Am Soc Nephrol, 14, 2199-
210. 
BONVENTRE, J. V. & YANG, L. 2011. Cellular pathophysiology of ischemic acute 
kidney injury. J Clin Invest, 121, 4210-21. 
BONVENTRE, J. V. & ZUK, A. 2004. Ischemic acute renal failure: an inflammatory 
disease? Kidney Int, 66, 480-5. 
BOOR, P. & FLOEGE, J. 2011. Chronic kidney disease growth factors in renal fibrosis. 
Clin Exp Pharmacol Physiol, 38, 441-50. 
BOOR, P., VAN ROEYEN, C. R., KUNTER, U., VILLA, L., BUCHER, E., 
HOHENSTEIN, B., HUGO, C. P., ERIKSSON, U., SATCHELL, S. C., 
MATHIESON, P. W., EITNER, F., FLOEGE, J. & OSTENDORF, T. 2010. 
PDGF-C mediates glomerular capillary repair. Am J Pathol, 177, 58-69. 
Literaturverzeichnis 
 
96 
 
BOWLING, C. B. & MUNTNER, P. 2012. Epidemiology of Chronic Kidney Disease 
Among Older Adults: A Focus on the Oldest Old. J Gerontol A Biol Sci Med 
Sci. 
BRODSKY, S. V., YAMAMOTO, T., TADA, T., KIM, B., CHEN, J., KAJIYA, F. & 
GOLIGORSKY, M. S. 2002. Endothelial dysfunction in ischemic acute renal 
failure: rescue by transplanted endothelial cells. Am J Physiol Renal Physiol, 
282, F1140-9. 
BURNE-TANEY, M. J., KOFLER, J., YOKOTA, N., WEISFELDT, M., 
TRAYSTMAN, R. J. & RABB, H. 2003. Acute renal failure after whole body 
ischemia is characterized by inflammation and T cell-mediated injury. Am J 
Physiol Renal Physiol, 285, F87-94. 
BURNE-TANEY, M. J., YOKOTA, N. & RABB, H. 2005. Persistent renal and 
extrarenal immune changes after severe ischemic injury. Kidney Int, 67, 1002-9. 
CAMPBELL, J. S., HUGHES, S. D., GILBERTSON, D. G., PALMER, T. E., 
HOLDREN, M. S., HARAN, A. C., ODELL, M. M., BAUER, R. L., REN, H. 
P., HAUGEN, H. S., YEH, M. M. & FAUSTO, N. 2005. Platelet-derived 
growth factor C induces liver fibrosis, steatosis, and hepatocellular carcinoma. 
Proc Natl Acad Sci U S A, 102, 3389-94. 
CAO, R., BRAKENHIELM, E., LI, X., PIETRAS, K., WIDENFALK, J., OSTMAN, 
A., ERIKSSON, U. & CAO, Y. 2002. Angiogenesis stimulated by PDGF-CC, a 
novel member in the PDGF family, involves activation of PDGFR-alphaalpha 
and -alphabeta receptors. Faseb J, 16, 1575-83. 
CARDULLO, R. A., AGRAWAL, S., FLORES, C., ZAMECNIK, P. C. & WOLF, D. 
E. 1988. Detection of nucleic acid hybridization by nonradiative fluorescence 
resonance energy transfer. Proc Natl Acad Sci U S A, 85, 8790-4. 
CHOUDHURY, G. G., GHOSH-CHOUDHURY, N. & ABBOUD, H. E. 1998. 
Association and direct activation of signal transducer and activator of 
transcription1alpha by platelet-derived growth factor receptor. J Clin Invest, 
101, 2751-60. 
CHOUDHURY, G. G., KARAMITSOS, C., HERNANDEZ, J., GENTILINI, A., 
BARDGETTE, J. & ABBOUD, H. E. 1997. PI-3-kinase and MAPK regulate 
mesangial cell proliferation and migration in response to PDGF. Am J Physiol, 
273, F931-8. 
CHOW, E. K., O'CONNELL R, M., SCHILLING, S., WANG, X. F., FU, X. Y. & 
CHENG, G. 2005. TLR agonists regulate PDGF-B production and cell 
proliferation through TGF-beta/type I IFN crosstalk. Embo J, 24, 4071-81. 
CRUZ, D. N. & RONCO, C. 2007. Acute kidney injury in the intensive care unit: 
current trends in incidence and outcome. Crit Care, 11, 149. 
DE GEUS, H. R., BETJES, M. G. & BAKKER, J. 2012. Biomarkers for the prediction 
of acute kidney injury: a narrative review on current status and future 
challenges. Clin Kidney J, 5, 102-108. 
DE ZEEUW, D., HILLEGE, H. L. & DE JONG, P. E. 2005. The kidney, a 
cardiovascular risk marker, and a new target for therapy. Kidney Int Suppl, S25-
9. 
DENG, J., KOHDA, Y., CHIAO, H., WANG, Y., HU, X., HEWITT, S. M., MIYAJI, 
T., MCLEROY, P., NIBHANUPUDY, B., LI, S. & STAR, R. A. 2001. 
Interleukin-10 inhibits ischemic and cisplatin-induced acute renal injury. Kidney 
Int, 60, 2118-28. 
DEVARAJAN, P. 2006. Update on mechanisms of ischemic acute kidney injury. J Am 
Soc Nephrol, 17, 1503-20. 
Literaturverzeichnis                                                                                     
 
97 
 
DOCHERTY, N. G., O'SULLIVAN, O. E., HEALY, D. A., FITZPATRICK, J. M. & 
WATSON, R. W. 2006. Evidence that inhibition of tubular cell apoptosis 
protects against renal damage and development of fibrosis following ureteric 
obstruction. Am J Physiol Renal Physiol, 290, F4-13. 
EFRATI, S., BERMAN, S., BEN AHARON, G., SIMAN-TOV, Y., AVERBUKH, Z. & 
WEISSGARTEN, J. 2008. Application of normobaric hyperoxia therapy for 
amelioration of haemorrhagic shock-induced acute renal failure. Nephrol Dial 
Transplant, 23, 2213-22. 
EITNER, F., BUCHER, E., VAN ROEYEN, C., KUNTER, U., RONG, S., SEIKRIT, 
C., VILLA, L., BOOR, P., FREDRIKSSON, L., BACKSTROM, G., 
ERIKSSON, U., OSTMAN, A., FLOEGE, J. & OSTENDORF, T. 2008. PDGF-
C is a proinflammatory cytokine that mediates renal interstitial fibrosis. J Am 
Soc Nephrol, 19, 281-9. 
EITNER, F. & FLOEGE, J. 2003. Novel insights into renal fibrosis. Curr Opin Nephrol 
Hypertens, 12, 227-32. 
EITNER, F., OSTENDORF, T., KRETZLER, M., COHEN, C. D., ERIKSSON, U., 
GRONE, H. J. & FLOEGE, J. 2003. PDGF-C expression in the developing and 
normal adult human kidney and in glomerular diseases. J Am Soc Nephrol, 14, 
1145-53. 
EITNER, F., OSTENDORF, T., VAN ROEYEN, C., KITAHARA, M., LI, X., AASE, 
K., GRONE, H. J., ERIKSSON, U. & FLOEGE, J. 2002. Expression of a novel 
PDGF isoform, PDGF-C, in normal and diseased rat kidney. J Am Soc Nephrol, 
13, 910-7. 
FANG, L., YAN, Y., KOMUVES, L. G., YONKOVICH, S., SULLIVAN, C. M., 
STRINGER, B., GALBRAITH, S., LOKKER, N. A., HWANG, S. S., 
NURDEN, P., PHILLIPS, D. R. & GIESE, N. A. 2004. PDGF C is a selective 
alpha platelet-derived growth factor receptor agonist that is highly expressed in 
platelet alpha granules and vascular smooth muscle. Arterioscler Thromb Vasc 
Biol, 24, 787-92. 
FINN, W. F., FERNANDEZ-REPOLLET, E., GOLDFARB, D., IAINA, A. & 
ELIAHOU, H. E. 1984. Attenuation of injury due to unilateral renal ischemia: 
delayed effects of contralateral nephrectomy. J Lab Clin Med, 103, 193-203. 
FLOEGE, J., EITNER, F. & ALPERS, C. E. 2008. A new look at platelet-derived 
growth factor in renal disease. J Am Soc Nephrol, 19, 12-23. 
FLOEGE, J., EITNER, F., VAN ROEYEN, C. & OSTENDORF, T. 2003. PDGF-D and 
renal disease: yet another one of those growth factors? J Am Soc Nephrol, 14, 
2690-1. 
FLOEGE, J. & JOHNSON, R. J. 1995. Multiple roles for platelet-derived growth factor 
in renal disease. Miner Electrolyte Metab, 21, 271-82. 
FLOEGE, J., JOHNSON, R. J. & FEEHALLY, J. 2010. Comprehensive Clinical 
Nephrology, Elsevier, Saunders. 
FLOEGE, J., VAN ROEYEN, C., BOOR, P. & OSTENDORF, T. 2007. The role of 
PDGF-D in mesangioproliferative glomerulonephritis. Contrib Nephrol, 157, 
153-8. 
FORBES, J. M., HEWITSON, T. D., BECKER, G. J. & JONES, C. L. 2000. Ischemic 
acute renal failure: long-term histology of cell and matrix changes in the rat. 
Kidney Int, 57, 2375-85. 
FREDRIKSSON, L., EHNMAN, M., FIEBER, C. & ERIKSSON, U. 2005. Structural 
requirements for activation of latent platelet-derived growth factor CC by tissue 
plasminogen activator. J Biol Chem, 280, 26856-62. 
Literaturverzeichnis 
 
98 
 
FREDRIKSSON, L., LI, H. & ERIKSSON, U. 2004a. The PDGF family: four gene 
products form five dimeric isoforms. Cytokine Growth Factor Rev, 15, 197-204. 
FREDRIKSSON, L., LI, H., FIEBER, C., LI, X. & ERIKSSON, U. 2004b. Tissue 
plasminogen activator is a potent activator of PDGF-CC. Embo J, 23, 3793-802. 
FURUICHI, K., GAO, J. L. & MURPHY, P. M. 2006. Chemokine receptor CX3CR1 
regulates renal interstitial fibrosis after ischemia-reperfusion injury. Am J 
Pathol, 169, 372-87. 
GAVRIELI, Y., SHERMAN, Y. & BEN-SASSON, S. A. 1992. Identification of 
programmed cell death in situ via specific labeling of nuclear DNA 
fragmentation. J Cell Biol, 119, 493-501. 
GILBERTSON, D. G., DUFF, M. E., WEST, J. W., KELLY, J. D., SHEPPARD, P. O., 
HOFSTRAND, P. D., GAO, Z., SHOEMAKER, K., BUKOWSKI, T. R., 
MOORE, M., FELDHAUS, A. L., HUMES, J. M., PALMER, T. E. & HART, 
C. E. 2001. Platelet-derived growth factor C (PDGF-C), a novel growth factor 
that binds to PDGF alpha and beta receptor. J Biol Chem, 276, 27406-14. 
GROTENDORST, G. R., RAHMANIE, H. & DUNCAN, M. R. 2004. Combinatorial 
signaling pathways determine fibroblast proliferation and myofibroblast 
differentiation. Faseb J, 18, 469-79. 
HELDIN, C. H. & WESTERMARK, B. 1999. Mechanism of action and in vivo role of 
platelet-derived growth factor. Physiol Rev, 79, 1283-316. 
HERRERO-FRESNEDA, I., TORRAS, J., CRUZADO, J. M., CONDOM, E., VIDAL, 
A., RIERA, M., LLOBERAS, N., ALSINA, J. & GRINYO, J. M. 2003. Do 
alloreactivity and prolonged cold ischemia cause different elementary lesions in 
chronic allograft nephropathy? Am J Pathol, 162, 127-37. 
HEYMAN, S. N., ROSENBERGER, C. & ROSEN, S. 2010. Experimental ischemia-
reperfusion: biases and myths-the proximal vs. distal hypoxic tubular injury 
debate revisited. Kidney Int, 77, 9-16. 
HILL, P., SHUKLA, D., TRAN, M. G., ARAGONES, J., COOK, H. T., CARMELIET, 
P. & MAXWELL, P. H. 2008. Inhibition of hypoxia inducible factor 
hydroxylases protects against renal ischemia-reperfusion injury. J Am Soc 
Nephrol, 19, 39-46. 
HIRSCHBERG, R. & WANG, S. 2005. Proteinuria and growth factors in the 
development of tubulointerstitial injury and scarring in kidney disease. Curr 
Opin Nephrol Hypertens, 14, 43-52. 
HOU, X., KUMAR, A., LEE, C., WANG, B., ARJUNAN, P., DONG, L., 
MAMINISHKIS, A., TANG, Z., LI, Y., ZHANG, F., ZHANG, S. Z., 
WARDEGA, P., CHAKRABARTY, S., LIU, B., WU, Z., COLOSI, P., 
FARISS, R. N., LENNARTSSON, J., NUSSENBLATT, R., GUTKIND, J. S., 
CAO, Y. & LI, X. 2010. PDGF-CC blockade inhibits pathological angiogenesis 
by acting on multiple cellular and molecular targets. Proc Natl Acad Sci U S A, 
107, 12216-21. 
HSU, C. Y. 2012. Yes, AKI truly leads to CKD. J Am Soc Nephrol, 23, 967-9. 
HSU, S. M., RAINE, L. & FANGER, H. 1981. Use of avidin-biotin-peroxidase 
complex (ABC) in immunoperoxidase techniques: a comparison between ABC 
and unlabeled antibody (PAP) procedures. J Histochem Cytochem, 29, 577-80. 
ICHIMURA, T., ASSELDONK, E. J., HUMPHREYS, B. D., GUNARATNAM, L., 
DUFFIELD, J. S. & BONVENTRE, J. V. 2008. Kidney injury molecule-1 is a 
phosphatidylserine receptor that confers a phagocytic phenotype on epithelial 
cells. J Clin Invest, 118, 1657-68. 
ISHIZAWA, K., DORJSUREN, N., IZAWA-ISHIZAWA, Y., SUGIMOTO, R., 
IKEDA, Y., KIHIRA, Y., KAWAZOE, K., TOMITA, S., TSUCHIYA, K., 
Literaturverzeichnis                                                                                     
 
99 
 
MINAKUCHI, K. & TAMAKI, T. 2009. Inhibitory effects of adiponectin on 
platelet-derived growth factor-induced mesangial cell migration. J Endocrinol, 
202, 309-16. 
IWANO, M. & NEILSON, E. G. 2004. Mechanisms of tubulointerstitial fibrosis. Curr 
Opin Nephrol Hypertens, 13, 279-84. 
JANG, H. R., KO, G. J., WASOWSKA, B. A. & RABB, H. 2009. The interaction 
between ischemia-reperfusion and immune responses in the kidney. J Mol Med 
(Berl), 87, 859-64. 
KDIGO. 2008. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) [Online]. New 
York, USA. www.kdigo.org. 
KDIGO: IMPROVING GLOBAL OUTCOMES AND CKD-MBD WORK GROUP, K. 
2009. KDIGO clinical practice guideline for the diagnosis, evaluation, 
prevention, and treatment of Chronic Kidney Disease-Mineral and Bone 
Disorder (CKD-MBD). Kidney Int Suppl, S1-130. 
KEITH, D. S., CANTAROVICH, M., PARASKEVAS, S. & TCHERVENKOV, J. 
2006. Recipient age and risk of chronic allograft nephropathy in primary 
deceased donor kidney transplant. Transpl Int, 19, 649-56. 
KELLY, K. J., WILLIAMS, W. W., JR., COLVIN, R. B., MEEHAN, S. M., 
SPRINGER, T. A., GUTIERREZ-RAMOS, J. C. & BONVENTRE, J. V. 1996. 
Intercellular adhesion molecule-1-deficient mice are protected against ischemic 
renal injury. J Clin Invest, 97, 1056-63. 
KENNEDY, S. E. & ERLICH, J. H. 2008. Murine renal ischaemia-reperfusion injury. 
Nephrology (Carlton), 13, 390-6. 
KIM, J., KIM, D. S., PARK, M. J., CHO, H. J., ZERVOS, A. S., BONVENTRE, J. V. 
& PARK, K. M. 2010. Omi/HtrA2 protease is associated with tubular cell 
apoptosis and fibrosis induced by unilateral ureteral obstruction. Am J Physiol 
Renal Physiol, 298, F1332-40. 
KLAHR, S. & MORRISSEY, J. 2002. Obstructive nephropathy and renal fibrosis. Am J 
Physiol Renal Physiol, 283, F861-75. 
LAEMMLI, U. K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head 
of bacteriophage T4. Nature, 227, 680-5. 
LEBLEU, V. S. & KALLURI, R. 2011. Blockade of PDGF receptor signaling reduces 
myofibroblast number and attenuates renal fibrosis. Kidney Int, 80, 1119-21. 
LEE, S., HUEN, S., NISHIO, H., NISHIO, S., LEE, H. K., CHOI, B. S., RUHRBERG, 
C. & CANTLEY, L. G. 2011. Distinct macrophage phenotypes contribute to 
kidney injury and repair. J Am Soc Nephrol, 22, 317-26. 
LEVEY, A. S., ATKINS, R., CORESH, J., COHEN, E. P., COLLINS, A. J., 
ECKARDT, K. U., NAHAS, M. E., JABER, B. L., JADOUL, M., LEVIN, A., 
POWE, N. R., ROSSERT, J., WHEELER, D. C., LAMEIRE, N. & EKNOYAN, 
G. 2007. Chronic kidney disease as a global public health problem: approaches 
and initiatives - a position statement from Kidney Disease Improving Global 
Outcomes. Kidney Int, 72, 247-59. 
LI, C., LIM, S. W., SUN, B. K. & YANG, C. W. 2004. Chronic cyclosporine 
nephrotoxicity: new insights and preventive strategies. Yonsei Med J, 45, 1004-
16. 
LI, L., HUANG, L., SUNG, S. S., VERGIS, A. L., ROSIN, D. L., ROSE, C. E., JR., 
LOBO, P. I. & OKUSA, M. D. 2008. The chemokine receptors CCR2 and 
CX3CR1 mediate monocyte/macrophage trafficking in kidney ischemia-
reperfusion injury. Kidney Int, 74, 1526-37. 
LI, X. & ERIKSSON, U. 2003. Novel PDGF family members: PDGF-C and PDGF-D. 
Cytokine Growth Factor Rev, 14, 91-8. 
Literaturverzeichnis 
 
100 
 
LI, X., HASSOUN, H. T., SANTORA, R. & RABB, H. 2009. Organ crosstalk: the role 
of the kidney. Curr Opin Crit Care, 15, 481-7. 
LI, X., PONTEN, A., AASE, K., KARLSSON, L., ABRAMSSON, A., UUTELA, M., 
BACKSTROM, G., HELLSTROM, M., BOSTROM, H., LI, H., SORIANO, P., 
BETSHOLTZ, C., HELDIN, C. H., ALITALO, K., OSTMAN, A. & 
ERIKSSON, U. 2000. PDGF-C is a new protease-activated ligand for the PDGF 
alpha-receptor. Nat Cell Biol, 2, 302-9. 
LI, X., TJWA, M., MOONS, L., FONS, P., NOEL, A., NY, A., ZHOU, J. M., 
LENNARTSSON, J., LI, H., LUTTUN, A., PONTEN, A., DEVY, L., 
BOUCHE, A., OH, H., MANDERVELD, A., BLACHER, S., COMMUNI, D., 
SAVI, P., BONO, F., DEWERCHIN, M., FOIDART, J. M., AUTIERO, M., 
HERBERT, J. M., COLLEN, D., HELDIN, C. H., ERIKSSON, U. & 
CARMELIET, P. 2005. Revascularization of ischemic tissues by PDGF-CC via 
effects on endothelial cells and their progenitors. J Clin Invest, 115, 118-27. 
LIU, N., TOLBERT, E., PANG, M., PONNUSAMY, M., YAN, H. & ZHUANG, S. 
2011. Suramin inhibits renal fibrosis in chronic kidney disease. J Am Soc 
Nephrol, 22, 1064-75. 
MATAS, A. J., GILLINGHAM, K. J., PAYNE, W. D. & NAJARIAN, J. S. 1994. The 
impact of an acute rejection episode on long-term renal allograft survival (t1/2). 
Transplantation, 57, 857-9. 
MEHTA, R. L., KELLUM, J. A., SHAH, S. V., MOLITORIS, B. A., RONCO, C., 
WARNOCK, D. G. & LEVIN, A. 2007. Acute Kidney Injury Network: report of 
an initiative to improve outcomes in acute kidney injury. Crit Care, 11, R31. 
MEZZANO, S. A., DROGUETT, M. A., BURGOS, M. E., ARDILES, L. G., AROS, C. 
A., CAORSI, I. & EGIDO, J. 2000. Overexpression of chemokines, fibrogenic 
cytokines, and myofibroblasts in human membranous nephropathy. Kidney Int, 
57, 147-58. 
MORI, K., LEE, H. T., RAPOPORT, D., DREXLER, I. R., FOSTER, K., YANG, J., 
SCHMIDT-OTT, K. M., CHEN, X., LI, J. Y., WEISS, S., MISHRA, J., 
CHEEMA, F. H., MARKOWITZ, G., SUGANAMI, T., SAWAI, K., 
MUKOYAMA, M., KUNIS, C., D'AGATI, V., DEVARAJAN, P. & 
BARASCH, J. 2005. Endocytic delivery of lipocalin-siderophore-iron complex 
rescues the kidney from ischemia-reperfusion injury. J Clin Invest, 115, 610-21. 
NAJAFIAN, B. & KASISKE, B. L. 2008. Chronic allograft nephropathy. Curr Opin 
Nephrol Hypertens, 17, 149-55. 
NAKAGAWA, T., SASAHARA, M., HANEDA, M., KATAOKA, H., NAKAGAWA, 
H., YAGI, M., KIKKAWA, R. & HAZAMA, F. 1999. Role of PDGF B-chain 
and PDGF receptors in rat tubular regeneration after acute injury. Am J Pathol, 
155, 1689-99. 
NANGAKU, M. 2006. Chronic hypoxia and tubulointerstitial injury: a final common 
pathway to end-stage renal failure. J Am Soc Nephrol, 17, 17-25. 
NEEDHAM, E. 2005. Management of acute renal failure. Am Fam Physician, 72, 1739-
46. 
NICKOLAS, T. L., O'ROURKE, M. J., YANG, J., SISE, M. E., CANETTA, P. A., 
BARASCH, N., BUCHEN, C., KHAN, F., MORI, K., GIGLIO, J., 
DEVARAJAN, P. & BARASCH, J. 2008. Sensitivity and specificity of a single 
emergency department measurement of urinary neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin for diagnosing acute kidney injury. Ann Intern Med, 148, 810-9. 
NTOKOU, I. S., INIOTAKI, A. G., KONTOU, E. N., DAREMA, M. N., 
APOSTOLAKI, M. D., KOSTAKIS, A. G. & BOLETIS, J. N. 2011. Long-term 
Literaturverzeichnis                                                                                     
 
101 
 
follow up for anti-HLA donor specific antibodies postrenal transplantation: high 
immunogenicity of HLA class II graft molecules. Transpl Int, 24, 1084-93. 
OLSEN, T. S. & HANSEN, H. E. 1990. Ultrastructure of medullary tubules in ischemic 
acute tubular necrosis and acute interstitial nephritis in man. APMIS, 98, 1139-
48. 
OPELZ, G., WUJCIAK, T. & RITZ, E. 1998. Association of chronic kidney graft 
failure with recipient blood pressure. Collaborative Transplant Study. Kidney 
Int, 53, 217-22. 
OSTENDORF, T., EITNER, F. & FLOEGE, J. 2012. The PDGF family in renal 
fibrosis. Pediatr Nephrol, 27, 1041-50. 
OSTENDORF, T., KUNTER, U., GRONE, H. J., BAHLMANN, F., KAWACHI, H., 
SHIMIZU, F., KOCH, K. M., JANJIC, N. & FLOEGE, J. 2001. Specific 
antagonism of PDGF prevents renal scarring in experimental 
glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol, 12, 909-18. 
OSTENDORF, T., VAN ROEYEN, C. R., PETERSON, J. D., KUNTER, U., EITNER, 
F., HAMAD, A. J., CHAN, G., JIA, X. C., MACALUSO, J., GAZIT-
BORNSTEIN, G., KEYT, B. A., LICHENSTEIN, H. S., LAROCHELLE, W. J. 
& FLOEGE, J. 2003. A fully human monoclonal antibody (CR002) identifies 
PDGF-D as a novel mediator of mesangioproliferative glomerulonephritis. J Am 
Soc Nephrol, 14, 2237-47. 
PARK, W. D., GRIFFIN, M. D., CORNELL, L. D., COSIO, F. G. & STEGALL, M. D. 
2010. Fibrosis with inflammation at one year predicts transplant functional 
decline. J Am Soc Nephrol, 21, 1987-97. 
PARVING, H. H., ANDERSEN, S., JACOBSEN, P., CHRISTENSEN, P. K., 
ROSSING, K., HOVIND, P., ROSSING, P. & TARNOW, L. 2004. Angiotensin 
receptor blockers in diabetic nephropathy: renal and cardiovascular end points. 
Semin Nephrol, 24, 147-57. 
PATSCHAN, D., PATSCHAN, S. & MULLER, G. A. 2011. Inflammation and 
microvasculopathy in renal ischemia reperfusion injury. J Transplant, 2012, 
764154. 
PAUL, L. C. 1999. Chronic allograft nephropathy: An update. Kidney Int, 56, 783-93. 
PONTEN, A., LI, X., THOREN, P., AASE, K., SJOBLOM, T., OSTMAN, A. & 
ERIKSSON, U. 2003. Transgenic overexpression of platelet-derived growth 
factor-C in the mouse heart induces cardiac fibrosis, hypertrophy, and dilated 
cardiomyopathy. Am J Pathol, 163, 673-82. 
PRAKASH, J., DE BORST, M. H., LACOMBE, M., OPDAM, F., KLOK, P. A., VAN 
GOOR, H., MEIJER, D. K., MOOLENAAR, F., POELSTRA, K. & KOK, R. J. 
2008. Inhibition of renal rho kinase attenuates ischemia/reperfusion-induced 
injury. J Am Soc Nephrol, 19, 2086-97. 
PRODJOSUDJADI, W., GERRITSMA, J. S., VAN ES, L. A., DAHA, M. R. & 
BRUIJN, J. A. 1995. Monocyte chemoattractant protein-1 in normal and 
diseased human kidneys: an immunohistochemical analysis. Clin Nephrol, 44, 
148-55. 
RACUSEN, L. C., COLVIN, R. B., SOLEZ, K., MIHATSCH, M. J., HALLORAN, P. 
F., CAMPBELL, P. M., CECKA, M. J., COSYNS, J. P., DEMETRIS, A. J., 
FISHBEIN, M. C., FOGO, A., FURNESS, P., GIBSON, I. W., GLOTZ, D., 
HAYRY, P., HUNSICKERN, L., KASHGARIAN, M., KERMAN, R., MAGIL, 
A. J., MONTGOMERY, R., MOROZUMI, K., NICKELEIT, V., 
RANDHAWA, P., REGELE, H., SERON, D., SESHAN, S., SUND, S. & 
TRPKOV, K. 2003. Antibody-mediated rejection criteria - an addition to the 
Banff 97 classification of renal allograft rejection. Am J Transplant, 3, 708-14. 
Literaturverzeichnis 
 
102 
 
RACUSEN, L. C., SOLEZ, K., COLVIN, R. B., BONSIB, S. M., CASTRO, M. C., 
CAVALLO, T., CROKER, B. P., DEMETRIS, A. J., DRACHENBERG, C. B., 
FOGO, A. B., FURNESS, P., GABER, L. W., GIBSON, I. W., GLOTZ, D., 
GOLDBERG, J. C., GRANDE, J., HALLORAN, P. F., HANSEN, H. E., 
HARTLEY, B., HAYRY, P. J., HILL, C. M., HOFFMAN, E. O., HUNSICKER, 
L. G., LINDBLAD, A. S., YAMAGUCHI, Y. & ET AL. 1999. The Banff 97 
working classification of renal allograft pathology. Kidney Int, 55, 713-23. 
RAINES, E. W. 2004. PDGF and cardiovascular disease. Cytokine Growth Factor Rev, 
15, 237-54. 
REIGSTAD, L. J., VARHAUG, J. E. & LILLEHAUG, J. R. 2005. Structural and 
functional specificities of PDGF-C and PDGF-D, the novel members of the 
platelet-derived growth factors family. Febs J, 272, 5723-41. 
RISDON, R. A., SLOPER, J. C. & DE WARDENER, H. E. 1968. Relationship between 
renal function and histological changes found in renal-biopsy specimens from 
patients with persistent glomerular nephritis. Lancet, 2, 363-6. 
RISLER, T. & KÜHN, K.-W. 2008. Facharzt Nephrologie, Elsevier, Urban & Fischer 
Verlag. 
ROSENBERGER, C., MANDRIOTA, S., JURGENSEN, J. S., WIESENER, M. S., 
HORSTRUP, J. H., FREI, U., RATCLIFFE, P. J., MAXWELL, P. H., 
BACHMANN, S. & ECKARDT, K. U. 2002. Expression of hypoxia-inducible 
factor-1alpha and -2alpha in hypoxic and ischemic rat kidneys. J Am Soc 
Nephrol, 13, 1721-32. 
ROSS, R., GLOMSET, J., KARIYA, B. & HARKER, L. 1974. A platelet-dependent 
serum factor that stimulates the proliferation of arterial smooth muscle cells in 
vitro. Proc Natl Acad Sci U S A, 71, 1207-10. 
SCHMITZ, G. G., WALTER, T., SEIBL, R. & KESSLER, C. 1991. Nonradioactive 
labeling of oligonucleotides in vitro with the hapten digoxigenin by tailing with 
terminal transferase. Anal Biochem, 192, 222-31. 
SCHRIER, R. W. 2010. Early intervention in acute kidney injury. Nat Rev Nephrol, 6, 
56-9. 
SCHULTZ, K., FANBURG, B. L. & BEASLEY, D. 2006. Hypoxia and hypoxia-
inducible factor-1alpha promote growth factor-induced proliferation of human 
vascular smooth muscle cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 290, H2528-34. 
SIEDLECKI, A. M., JIN, X., THOMAS, W., HRUSKA, K. A. & MUSLIN, A. J. 2011. 
RGS4, a GTPase activator, improves renal function in ischemia-reperfusion 
injury. Kidney Int, 80, 263-71. 
SMITH, P. K., KROHN, R. I., HERMANSON, G. T., MALLIA, A. K., GARTNER, F. 
H., PROVENZANO, M. D., FUJIMOTO, E. K., GOEKE, N. M., OLSON, B. J. 
& KLENK, D. C. 1985. Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal 
Biochem, 150, 76-85. 
SOLA, E., GONZALEZ-MOLINA, M., CABELLO, M., BURGOS, D., RAMOS, J., 
GUTIERREZ, C., LOPEZ, V., SOLER, J., DE LA VEGA, E. & HERNANDEZ, 
D. 2010. Long-term improvement of deceased donor renal allograft survival 
since 1996: a single transplant center study. Transplantation, 89, 714-20. 
SOLEZ, K., COLVIN, R. B., RACUSEN, L. C., HAAS, M., SIS, B., MENGEL, M., 
HALLORAN, P. F., BALDWIN, W., BANFI, G., COLLINS, A. B., COSIO, F., 
DAVID, D. S., DRACHENBERG, C., EINECKE, G., FOGO, A. B., GIBSON, 
I. W., GLOTZ, D., ISKANDAR, S. S., KRAUS, E., LERUT, E., MANNON, R. 
B., MIHATSCH, M., NANKIVELL, B. J., NICKELEIT, V., 
PAPADIMITRIOU, J. C., RANDHAWA, P., REGELE, H., RENAUDIN, K., 
ROBERTS, I., SERON, D., SMITH, R. N. & VALENTE, M. 2008. Banff 07 
Literaturverzeichnis                                                                                     
 
103 
 
classification of renal allograft pathology: updates and future directions. Am J 
Transplant, 8, 753-60. 
SOSMAN, J. A., PUZANOV, I. & ATKINS, M. B. 2007. Opportunities and obstacles 
to combination targeted therapy in renal cell cancer. Clin Cancer Res, 13, 764s-
769s. 
STEINBERGER, L. A. 1979. Immunohistochemistry: Second Edition, John Wiley and 
Sons, New York. 
SU, E. J., FREDRIKSSON, L., GEYER, M., FOLESTAD, E., CALE, J., ANDRAE, J., 
GAO, Y., PIETRAS, K., MANN, K., YEPES, M., STRICKLAND, D. K., 
BETSHOLTZ, C., ERIKSSON, U. & LAWRENCE, D. A. 2008. Activation of 
PDGF-CC by tissue plasminogen activator impairs blood-brain barrier integrity 
during ischemic stroke. Nat Med, 14, 731-7. 
TANEDA, S., HUDKINS, K. L., TOPOUZIS, S., GILBERTSON, D. G., 
OPHASCHAROENSUK, V., TRUONG, L., JOHNSON, R. J. & ALPERS, C. 
E. 2003. Obstructive uropathy in mice and humans: potential role for PDGF-D 
in the progression of tubulointerstitial injury. J Am Soc Nephrol, 14, 2544-55. 
TANG, Z., ARJUNAN, P., LEE, C., LI, Y., KUMAR, A., HOU, X., WANG, B., 
WARDEGA, P., ZHANG, F., DONG, L., ZHANG, Y., ZHANG, S. Z., DING, 
H., FARISS, R. N., BECKER, K. G., LENNARTSSON, J., NAGAI, N., CAO, 
Y. & LI, X. 2010. Survival effect of PDGF-CC rescues neurons from apoptosis 
in both brain and retina by regulating GSK3beta phosphorylation. J Exp Med, 
207, 867-80. 
THURMAN, J. M., LUCIA, M. S., LJUBANOVIC, D. & HOLERS, V. M. 2005. Acute 
tubular necrosis is characterized by activation of the alternative pathway of 
complement. Kidney Int, 67, 524-30. 
TILNEY, N. L. & GUTTMANN, R. D. 1997. Effects of initial ischemia/reperfusion 
injury on the transplanted kidney. Transplantation, 64, 945-7. 
TOWBIN, H., STAEHELIN, T. & GORDON, J. 1992. Electrophoretic transfer of 
proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some 
applications. 1979. Biotechnology, 24, 145-9. 
UCHINO, S., KELLUM, J. A., BELLOMO, R., DOIG, G. S., MORIMATSU, H., 
MORGERA, S., SCHETZ, M., TAN, I., BOUMAN, C., MACEDO, E., 
GIBNEY, N., TOLWANI, A. & RONCO, C. 2005. Acute renal failure in 
critically ill patients: a multinational, multicenter study. Jama, 294, 813-8. 
USTACH, C. V. & KIM, H. R. 2005. Platelet-derived growth factor D is activated by 
urokinase plasminogen activator in prostate carcinoma cells. Mol Cell Biol, 25, 
6279-88. 
VAN ROEYEN, C. R., EITNER, F., SCHOLL, T., BOOR, P., KUNTER, U., 
PLANQUE, N., GRONE, H. J., BLEAU, A. M., PERBAL, B., OSTENDORF, 
T. & FLOEGE, J. 2008. CCN3 is a novel endogenous PDGF-regulated inhibitor 
of glomerular cell proliferation. Kidney Int, 73, 86-94. 
VAN ROEYEN, C. R., OSTENDORF, T., DENECKE, B., BOKEMEYER, D., 
BEHRMANN, I., STRUTZ, F., LICHENSTEIN, H. S., LAROCHELLE, W. J., 
PENA, C. E., CHAUDHURI, A. & FLOEGE, J. 2006. Biological responses to 
PDGF-BB versus PDGF-DD in human mesangial cells. Kidney Int, 69, 1393-
402. 
VAN ROEYEN, C. R., OSTENDORF, T. & FLOEGE, J. 2012. The platelet-derived 
growth factor system in renal disease: an emerging role of endogenous 
inhibitors. Eur J Cell Biol, 91, 542-51. 
VANSTHERTEM, D., GOSSIAUX, A., DECLEVES, A. E., CARON, N., 
NONCLERCQ, D., LEGRAND, A. & TOUBEAU, G. 2010. Expression of 
Anhang 
 
104 
 
nestin, vimentin, and NCAM by renal interstitial cells after ischemic tubular 
injury. J Biomed Biotechnol, 2010, 193259. 
VENKATACHALAM, M. A., GRIFFIN, K. A., LAN, R., GENG, H., SAIKUMAR, P. 
& BIDANI, A. K. 2010. Acute kidney injury: a springboard for progression in 
chronic kidney disease. Am J Physiol Renal Physiol, 298, F1078-94. 
VOLLER, A. 1978. The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (theory, 
technique and applications). Ric Clin Lab, 8, 289-98. 
WADA, T., FURUICHI, K., SEGAWA-TAKAEDA, C., SHIMIZU, M., SAKAI, N., 
TAKEDA, S. I., TAKASAWA, K., KIDA, H., KOBAYASHI, K. I., 
MUKAIDA, N., OHMOTO, Y., MATSUSHIMA, K. & YOKOYAMA, H. 
1999. MIP-1alpha and MCP-1 contribute to crescents and interstitial lesions in 
human crescentic glomerulonephritis. Kidney Int, 56, 995-1003. 
WALLER, J. R. & NICHOLSON, M. L. 2001. Molecular mechanisms of renal allograft 
fibrosis. Br J Surg, 88, 1429-41. 
WAN, J., CHAI, H., YU, Z., GE, W., KANG, N., XIA, W. & CHE, Y. 2011. HIF-
1alpha effects on angiogenic potential in human small cell lung carcinoma. J 
Exp Clin Cancer Res, 30, 77. 
WEIDEMANN, A., BERNHARDT, W. M., KLANKE, B., DANIEL, C., BUCHHOLZ, 
B., CAMPEAN, V., AMANN, K., WARNECKE, C., WIESENER, M. S., 
ECKARDT, K. U. & WILLAM, C. 2008. HIF activation protects from acute 
kidney injury. J Am Soc Nephrol, 19, 486-94. 
WELSCH, U. 2003. Muskelgewebe, Urban & Fischer Verlag, München, Jena. 
WU, B. & BROOKS, J. D. 2012. Gene expression changes induced by unilateral 
ureteral obstruction in mice. J Urol, 188, 1033-41. 
YMPA, Y. P., SAKR, Y., REINHART, K. & VINCENT, J. L. 2005. Has mortality from 
acute renal failure decreased? A systematic review of the literature. Am J Med, 
118, 827-32. 
YOSHIMURA, A., GORDON, K., ALPERS, C. E., FLOEGE, J., PRITZL, P., ROSS, 
R., COUSER, W. G., BOWEN-POPE, D. F. & JOHNSON, R. J. 1991. 
Demonstration of PDGF B-chain mRNA in glomeruli in mesangial proliferative 
nephritis by in situ hybridization. Kidney Int, 40, 470-6. 
ZAGER, R. A. & ALTSCHULD, R. 1986. Body temperature: an important determinant 
of severity of ischemic renal injury. Am J Physiol, 251, F87-93. 
ZAGER, R. A., JOHNSON, A. C. & BECKER, K. 2011. Acute unilateral ischemic 
renal injury induces progressive renal inflammation, lipid accumulation, histone 
modification, and "end-stage" kidney disease. Am J Physiol Renal Physiol, 301, 
F1334-45. 
ZAGER, R. A., JOHNSON, A. C. & LUND, S. 2009. Uremia impacts renal 
inflammatory cytokine gene expression in the setting of experimental acute 
kidney injury. Am J Physiol Renal Physiol, 297, F961-70. 
ZHOU, W., FARRAR, C. A., ABE, K., PRATT, J. R., MARSH, J. E., WANG, Y., 
STAHL, G. L. & SACKS, S. H. 2000. Predominant role for C5b-9 in renal 
ischemia/reperfusion injury. J Clin Invest, 105, 1363-71. 
ZHUO, Y., ZHANG, J., LABOY, M. & LASKY, J. A. 2004. Modulation of PDGF-C 
and PDGF-D expression during bleomycin-induced lung fibrosis. Am J Physiol 
Lung Cell Mol Physiol, 286, L182-8. 
Anhang                                                                                     
 
105 
 
8 Anhang 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
α    alpha 
α-SMA   alpha-smooth muscle actin 
β    beta 
µ    mikro 
µl    Mikroliter 
µm   Mikrometer 
μm²   Quadratmikrometer 
µg   Mikrogramm 
Abb.    Abbildung 
ABC   Peroxidase-gekoppelter Avidin-Biotin-Komplex 
AKIN   acute kidney injury network 
ANV   Akutes Nierenversagen 
AOPP   advanced oxidation protein product 
Aqua dest.   Aqua destillata 
BCA    Bicinchoninsäure (= bicinchoninic acid) 
BMP    bone morphogenetic protein 
BSA    Rinderserumalbumin (= bovine serum albumin) 
bzw.   beziehungsweise 
CD3   Cluster of differentiation 3 
cDNA   Komplementäre Desoxyribonukleinsäure (= complementary  
deoxyribonucleic acid) 
CCL2, CCL5  chemokine (C-C motif) ligand 2 bzw. 5 
CCR2   C-C chemokine receptor type 2  
CNI   Chronische Niereninsuffizienz 
Ct    Schwellenwert-Zyklus (= threshold cycle) 
CTGF   connective tissue growth factor 
CTN   Chronische Transplantatnephropathie 
Cu    Kupfer 
DAB   3,3-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid 
DAPI    4´,6-Diamidin-2-phenylindol 
d.h.   das heißt 
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dl   Deziliter 
DNA    Desoxyribonukleinsäure (= deoxyribonucleic acid) 
dNTP    Desoxynukleosidtriphosphat 
ECL    enhanced chemiluminescence 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA                      Ethylenglykoltetraessigsäure  
EGF                         epidermal growth factor 
ELISA                      Enzymgekoppelter Immunoadsorptionstest  
(= Enzyme linked Immunosorbent Assay) 
EndMT  endotheliale-mesenchymale Transformation  
EMT   epitheliale-mesenchymale Transformation 
Erk   extracellular-signal regulated kinase 
FRET   fluorescence resonance energy transfer 
g    Gramm 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GFR   Glomeruläre Filtrationsrate 
h   Stunde 
H2O   Wasser 
H2O2   Wasserstoffperoxid 
H2SO4   Schwefelsäure 
HCl    Salzsäure 
HGF    hepatocyte growth factor 
HIF    hypoxia-inducible factor 
HRP   horseradish peroxidase 
ICAM    intercellular adhesion molecule 
IGF    insulin-like growth factor 
IgG   Immunglobulin G 
IL   Interleukin 
iNOS   inducible nitric oxide synthase 
i.p.   intra-peritoneal 
IR   Ischämie/Reperfusion 
JAK   Januskinase 
kb   Kilobase 
kDa    Kilodalton 
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KDIGO   kidney disease: improving global outcome 
KG    Körpergewicht 
kg    Kilogramm 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
KIM-1   kidney injury molecule 1 
l    Liter 
Ly6G   lymphocyte antigen 6 complex, locus G 
m2   Quadratmeter 
M    Molarität 
MAPK   mitogen-activated protein kinase 
MCP-1  monocyte chemotactic protein-1 
mg    Milligramm 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
min   Minute 
ml    Milliliter 
mM    Millimolar 
mm    Millimeter 
M-MLV RT   moloney murine leukemia virus reverse transcriptase 
mph   miles per hour 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure (= messenger ribonucleic acid) 
MW    Mittelwert 
n    Anzahl 
Na   Natrium 
NaCl    Natriumchlorid 
NADPH   Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat 
Na2HPO4  Dinatriumhydrogenphosphat 
NGal   neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
NaOH   Natriumhydroxid 
nm   Nanometer 
NO   Stickstoffmonoxid (= nitrogen monoxide) 
NOV   nephroblastoma overexpressed 
mM   Millimolar 
OH   Hydroxy 
p    p-Wert, Signifikanzwert 
Anhang 
 
108 
 
PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 
PAS   Periodic acid-Schiff 
PBS    Phosphat-gepufferte Salzlösung  
(= phosphate buffered saline) 
PCNA   Proliferating cell nuclear antigen 
PCR    Polymerase-Ketten-Reaktion (= polymerase chain reaction) 
PDGF   platelet-derived growth factor 
PDH    HIF Prolyl-Hydroxylase 
pg   pikogramm 
PI3-K    Phosphatidylinositol 3-Kinase 
pmol   pikomol 
PTEN   phosphatase and tensin homolog 
RANTES  regulated and normal T cell expressed and secreted 
RIFLE   risk, injury, failure, loss, ESRD (end-stage renal disease) 
RNA    Ribonukleinsäure (= ribonucleic acid) 
rpm    Umdrehungen pro Minute (= rotations per minute) 
RT-PCR   Echtzeit-Polymerase-Ketten-Reaktion  
(= real-time polymerase chain reaction) 
s.c.   subkutan 
SD    Standardabweichung 
SDS    Natriumdodecylsulfat  
sec    Sekunde 
SH   Src homology 
SPARC   secreted protein, acidic and rich in cysteine 
STAT    signal transducers and activators of transcription 
Tab.    Tabelle 
TAMRA  Carboxytetramethylrhodamin 
Taq    Thermus Aquaticus 
TGF-β  transforming growth factor-beta 
TNF-α   tumor necrosis factor-alpha 
TLR   toll-like receptor 
tPA    tissue plasminogen activator 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 2-Amino-2 
(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol 
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TTBS    Tween/Tris-gepufferte Salzlösung  
(= Tween/Tris-buffered saline) 
TUNEL  TdT-mediated d-UTP nick end labelling 
uPA    urokinase-type plasminogen activator 
UUO    unilateral ureteral obstruction 
UV    Ultraviolett 
V   Volt 
VCAM  vascular cell adhesion molecule 
vs.   versus 
°C    Grad Celsius 
%    Prozent 
Δ    Delta 
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8.2 Tabellen 
Im Folgenden sind die Originalwerte der graphischen Darstellungen des 
Ergebnisteils in tabellarischer Form dargestellt.  
 
8.2.1 Originalwerte der Genexpression des PDGF-Systems im 
Zeitverlauf der IR 
 
Tab. 8.1: Relative mRNA-Expression der PDGF-Isoformen und PDGF-Rezeptoren der PDGF-
C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
 
Tiere an Tag 1 nach IR. Die auf GAPDH normierte relative mRNA-
Expression wurde auf die Sham-Kontrolltiere bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
PDGF-Isoform / -Rezeptor 
Tag 1 nach IR 
PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
PDGF-α 0,73 ± 0,50 0,63 ± 0,34 
PDGF-β 2,05 ± 1,04 1,91 ± 1,05 
PDGF-A 2,05 ± 1,04 1,91 ± 1,05 
PDGF-B 3,58 ± 1,75  3,19 ± 2,00 
PDGF-C 1,36 ± 0,86 0,03 ± 0,08 
PDGF-D 0,85 ± 0,43 0,67 ± 0,38 
 
Tab. 8.2: Relative mRNA-Expression der PDGF-Isoformen und PDGF-Rezeptoren der PDGF-
C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
 
Tiere an Tag 5 nach IR. Die auf GAPDH normierte relative mRNA-
Expression wurde auf die Sham-Kontrolltiere bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
PDGF-Isoform / -Rezeptor 
Tag 5 nach IR 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
PDGF-α 5,07 ± 1,73 5,00 ± 2,53 
PDGF-β 8,70 ± 3,35 9,79 ± 3,79 
PDGF-A 4,51 ± 1,12 5,29 ± 1,28 
PDGF-B 8,20 ± 1,95 9,75 ± 2,49 
PDGF-C 1,59 ± 0,53 0,08 ± 0,18 
PDGF-D 3,70 ± 1,14 3,89 ± 1,57 
 
Tab. 8.3: Relative mRNA-Expression der PDGF-Isoformen und PDGF-Rezeptoren der PDGF-
C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
 
Tiere an Tag 21 nach IR. Die auf GAPDH normierte relative mRNA-
Expression wurde auf das Sham-Kontrolltier bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
PDGF-Isoform / -Rezeptor 
Tag 21 nach IR 
PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
PDGF-α 11,46 ± 4,15 10,50 ± 3,90 
PDGF-β 6,35 ± 1,79 7,63 ± 1,57 
PDGF-A 4,99 ± 2,11 4,85 ± 2,25 
PDGF-B 8,32 ± 4,66 6,52 ± 1,77 
PDGF-C 1,79 ± 0,51 0,17 ± 0,31 
PDGF-D 4,37 ± 1,44 4,87 ± 1,32 
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8.2.2 Originalwerte von Tag 1 nach IR 
Tab. 8.4: Analyse der Urin- und Serumparameter der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 
nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Parameter PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein / Kreatinin [mg/µmol] 0,02 ± 0,04 0,02 
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 ± 0,6 4,6 ± 0,5 
Serum Harnstoff [mmol/l] 11,1 ± 2,5 13,2 ± 12,9 
Serum Kreatinin [µmol/l] 17,4 ± 7,5 20,1 ± 21,6 
 
Tab. 8.5: Bestimmung der tubulären Schädigung mittels Overall Score (Grad 0-3) im Kortex und 
in der äußeren Medulla der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 nach 
IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Parameter  Sham-Kontrolltiere  
(n = 2) 
PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
Overall Score Kortex 0,38 ± 0,07 1,28 ± 0,61 1,21 ± 0,28 
Overall Score äußere Medulla 0,29 ± 0,17 2,32 ± 0,56 2,24 ± 0,65 
 
Tab. 8.6: Bestimmung der relativen positiv gefärbten Fläche in den immunhistochemischen 
Färbungen von F4/80 und ER-HR3 sowie der Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld 
(entspricht 62500 µm²) in der Ly6G-Färbung in der äußeren Medulla der Sham-Kontrolltiere, 
PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltiere  
(n = 3) 
PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
F4/80 äußere Medulla 0,76 ± 0,27 0,58 ± 0,65 0,43 ± 0,26 
ER-HR3 äußere Medulla 0,03 ± 0,05 0,23 ± 0,32 0,11 ± 0,13 
Ly6G äußere Medulla
 
0,08 ± 0,06 2,46 ± 2,98 1,22 ± 1,42 
 
Tab. 8.7: Relative renale mRNA-Expression der Chemokine MCP-1 und RANTES sowie des 
Chemokinrezeptors CCR2 der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 nach IR. Die Werte 
der Sham-Kontrolltiere wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Chemokin/ 
Chemokinrezeptor 
PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
MCP-1 17,51 ± 5,68 14,23 ± 7,68 
RANTES 14,15 ± 2,94 9,90 ± 5,97 
CCR2
 
6,15 ± 3,48 3,50 ± 2,02 
 
Tab. 8.8: Bestimmung der TUNEL-positiven Zellen (apoptotische Zellen / Gesichtsfeld) in den 
Tubuli und im Tubulointerstitium der äußeren Medulla der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- und 
PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltiere  
(n = 2) 
PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
TUNEL tubulär,  
äußere Medulla 
1,63 ± 2,12 8,31 ± 4,84 7,21 ± 6,06 
TUNEL tubulointerstitiell,  
äußere Medulla 
0,25 ± 0,00 1,72 ± 1,09 1,10 ± 0,88 
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  Tab. 8.9: Relative renale mRNA-Expression der Biomarker NGal und KIM-1 der PDGF-C
+/+
- 
und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 1 nach IR. Die Werte der Sham-Kontrolltiere wurden gleich 1 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
NGal 22,42 ± 10,09 26,41 ± 37,22 
KIM-1 23,57 ± 6,68 30,33 ± 9,47 
 
Tab. 8.10: Relative NGal-Proteinexpression im Western Blot der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
Tiere an Tag 1 nach IR. Die Werte der Sham-Kontrolltiere wurden gleich 1 gesetzt.  Dargestellt 
sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 8) 
PDGF-C
-/-  
(n = 10) 
NGal Western 2,6 ± 0,6 2,4 ± 0,5 
 
 
8.2.3 Originalwerte von Tag 5 nach IR 
Tab. 8.11: Analyse der Urin- und Serumparameter der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- und 
PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Parameter Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein [mg/dl] 75,8 ± 31,4 148,5 ± 78,5 199,5  
Urin Kreatinin [µmol/l] 789,0 ± 337,2 922,5 ± 191,6 1086,5  
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 ± 0,2 4,4 ± 0,3 4,7 ± 0,3 
Serum Harnstoff [mmol/l] 11,6 ± 3,6 14,6 ± 4,5 14,9 ± 3,5 
Serum Kreatinin [µmol/l] 15,3 ± 4,0 20,7 ± 4,6 17,6 ± 3,3 
 
Tab. 8.12: Bestimmung der relativen positiv gefärbten Fläche in den immunhistochemischen 
Färbungen von F4/80 und ER-HR3 sowie der Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld 
(entspricht 62500 µm²) in den Färbungen von Ly6G, CD3 und PCNA in der äußeren Medulla 
der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
F4/80 äußere Medulla 0,43 ± 0,36 4,29 ± 1,37 1,64 ± 1,11 
ER-HR3 äußere Medulla 0,40 ± 0,60 1,49 ± 0,60 1,19 ± 0,90 
Ly6G äußere Medulla
 
0,20 ± 0,27 1,73 ± 0,55 1,54 ± 1,01 
CD3 äußere Medulla 0,11 ± 0,13 2,77 ± 0,71 2,08 ± 0,47 
PCNA äußere Medulla 1,94 ± 1,56 3,69 ± 0,37 3,53 ± 0,96 
 
Tab. 8.13: Relative renale mRNA-Expression der Chemokine MCP-1 und RANTES sowie des 
Chemokinrezeptors CCR2 der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Die Werte 
der Sham-Kontrolltiere wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Chemokin/ 
Chemokinrezeptor 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
MCP-1 30,22 ± 12,80 14,83 ± 8,84 
RANTES 8,61 ± 3,81  10,84 ± 3,24 
CCR2
 
31,14 ± 11,49 28,04 ± 14,01 
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Tab. 8.14: Bestimmung der tubulären Schädigung mittels Overall Score und Einzelanalyse der 
Parameter (Grad 0-3) im Kortex und in der äußeren Medulla der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- 
und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Parameter Kortex Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
Overall Score 0,30 ± 0,07 1,78 ± 0,41 1,69 ± 0,45 
Verlust des Bürstensaums 0,37 ± 0,07 1,74 ± 0,51 1,67 ± 0,44 
Dilatation der Tubuli  0,31 ± 0,05 1,76 ± 0,48 1,60 ± 0,52 
Proteinzylinder 0,00 ± 0,00 0,26 ± 0,18 0,34 ± 0,28 
Epithelablösung / Nekrose 0,20 ± 0,08 0,38 ± 0,32 0,42 ± 0,20 
Epithelabflachung/ 
Degeneration  
0,00 ± 0,01 0,82 ± 0,40 0,90 ± 0,51 
Vakuolen 0,00 ± 0,00 0,08 0,14 
Mitosen 0,00 ± 0,00 0,05 0,05 
Apoptosen 0,00 ± 0,00 0,04 0,03 
Parameter äußere Medulla Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
Overall Score 0,27 ± 0,13 2,40 ± 0,22 2,27 ± 0,54 
Verlust des Bürstensaums 0,28 ± 0,10 2,53 ± 0,14  2,43 ± 0,57 
Dilatation der Tubuli  0,25 ± 0,16 2,34 ± 0,25 2,18 ± 0,53 
Proteinzylinder 0,00 ± 0,00 1,35 ± 0,31 1,29 ± 0,55 
Epithelablösung / Nekrose 0,18 ± 0,04 0,47 ± 0,22 0,50 ± 0,42 
Epithelabflachung/ 
Degeneration  
0,00 ± 0,01 1,60 ± 0,54 1,83 ± 0,64 
Vakuolen 0,00 ± 0,00 0,10  0,05 
Mitosen 0,00 ± 0,00 0,08 0,05 
Apoptosen 0,00 ± 0,00 0,11 0,01 
 
Tab. 8.15: Bestimmung der TUNEL-positiven Zellen (apoptotische Zellen / Gesichtsfeld) in den 
Tubuli und im Tubulointerstitium der äußeren Medulla und des Kortex der Sham-Kontrolltiere, 
PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
TUNEL tubulär,  
Kortex 
0,00 ± 0,00 0,70 ± 0,52 0,49 ± 0,46 
TUNEL tubulär,  
äußere Medulla 
0,00 ± 0,00 1,37 ± 1,41 0,82 ± 0,59 
TUNEL tubulointerstitiell, 
Kortex 
1,10 ± 0,42 2,29 ± 1,34 2,03 ± 0,94 
TUNEL tubulointerstitiell,  
äußere Medulla 
0,85 ± 0,49 2,15 ± 1,63 2,79 ± 1,83 
 
Tab. 8.16: Relative renale mRNA-Expression der Biomarker NGal und KIM-1 der PDGF-C
+/+
- 
und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Die Werte der Sham-Kontrolltiere wurden gleich 1 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
NGal 7,65 ± 1,86 11,58 ± 8,98 
KIM-1 15,63 ± 4,28 18,26 ± 8,15 
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Tab. 8.17: Relative NGal-Proteinexpression im Western Blot und NGal-Spiegel in Urinproben im 
ELISA [ng/ml] der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 5 nach IR. Die Werte der Sham-
Kontrolltiere wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
NGal Western 3,30 ± 0,86 2,69 ± 0,72 
NGal ELISA  109,7 ± 41,9 196,1 ± 195,3 
 
Tab. 8.18: Bestimmung des Anteils (Score 0-4) an KIM-1-positiven Tubuli in der 
Immunfluoreszenz in der äußeren Medulla der Sham-Kontrolltiere, PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
Tiere an Tag 5 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker Sham-Kontrolltiere  
(n = 4) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 8) 
KIM-1 0,00 ± 0,00 1,54 ± 0,45 1,19 ± 0,47 
 
 
8.2.4 Originalwerte von Tag 21 nach IR 
Tab. 8.19: Analyse der Urin- und Serumparameter des Sham-Kontrolltieres, der PDGF-C
+/+
- 
und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Parameter Sham-Kontrolltier 
(n = 1) 
PDGF-C
+/+ 
 
PDGF-C
-/- 
 
Urin Protein [mg/dl] 272,0 219,6 ± 85,5 158,8 ± 69,5 
Urin Kreatinin [µmol/l] 1060,0 1016,6 ± 275,5 1351 ± 906,1 
Serum Gesamtprotein [g/dl]  4,9 4,8 ± 0,4 4,9 ± 0,5 
Serum Harnstoff [mmol/l] 14,3 16,2 ± 4,4 16,0 ± 3,6 
Serum Kreatinin [µmol/l] 14,0 16,4 ± 5,1 16,6 ± 4,8 
 
Tab. 8.20: Analyse der Länge von linker und rechter Niere des Sham-Kontrolltieres, der PDGF-
C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Nierenlänge Sham-Kontrolltier 
(n = 1) 
PDGF-C
+/+  
(n = 7) 
PDGF-C
-/-  
(n = 3) 
Linke Niere [cm] 1,2 0,79 ± 0,07 0,77 ± 0,06 
Rechte Niere [cm] 1,1 1,01 ± 0,06 1,05 ± 0,05 
 
Tab. 8.21: Bestimmung der relativen positiv gefärbten Fläche in den immunhistochemischen 
Färbungen im Kortex von Kollagen I, Kollagen IV, α-SMA und Fibronektin des Sham-
Kontrolltieres, der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltier  
(n = 1) 
PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
Kollagen I Kortex 0,03 3,17 ± 1,15 1,55 ± 1,26 
Kollagen IV Kortex 3,25 20,39 ± 6,90 9,91 ± 8,28 
α-SMA Kortex 0,003 1,87 ± 1,82 0,36 ± 0,53 
Fibronektin Kortex 0,005 2,62 ± 1,48 1,30 ± 1,39 
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Tab. 8.22: Relative renale mRNA-Expression der Fibroseparameter Kollagen I, Kollagen IV, α-
SMA und Fibronektin der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Die Werte des 
Sham-Kontrolltieres wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Fibroseparameter PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
Kollagen I  117,43 ± 63,91 135,70 ± 97,11 
Kollagen III 111,50 ± 65,69 123,33 ± 88,37 
Kollagen IV  5,62 ± 1,99 6,15 ± 2,39 
α-SMA  5,61 ± 2,94  6,20 ± 3,19 
Fibronektin  22,59 ± 13,98 22,12 ± 10,29 
 
 
Tab. 8.23: Bestimmung der relativen positiv gefärbten Fläche in den immunhistochemischen 
Färbungen im Kortex von F4/80 und ER-HR3 sowie der Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld 
(entspricht 62500 µm²) in der CD3-Färbung im Kortex und der äußeren Medulla des Sham-
Kontrolltieres, der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SD. 
Färbung Sham-Kontrolltier 
(n = 1) 
PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
F4/80 Kortex 0,00  1,04 ± 1,06 0,28 ± 0,24 
ER-HR3 Kortex 0,001 0,52 ± 0,37 0,13 ± 0,11 
CD3 Kortex
 
0,2 3,17 ± 1,36 1,53 ± 1,14 
CD3 äußere Medulla 0,25 3,82 ± 1,93 2,63 ± 0,64 
 
Tab. 8.24: Relative renale mRNA-Expression der Chemokine MCP-1 und RANTES sowie des 
Chemokinrezeptors CCR2 der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Die Werte 
des Sham-Kontrolltieres wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Chemokin/  
Chemokinrezeptor 
PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
MCP-1 363,63 ± 397,34 282,32 ± 211,20 
RANTES 17,74 ± 8,30 13,95 ± 6,85 
CCR2
 
51,94 ± 24,43 56,95 ± 59,13 
 
Tab. 8.25: Relative renale mRNA-Expression der Biomarker NGal und KIM-1 der PDGF-C
+/+
- 
und PDGF-C
-/-
-Tiere an Tag 21 nach IR. Die Werte des Sham-Kontrolltieres wurden gleich 1 
gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 10) 
PDGF-C
-/-  
(n = 6) 
NGal 273,18 ± 160,58 290,20 ± 211,99 
KIM-1 77,82 ± 30,52 85,67 ± 45,78 
 
Tab. 8.26: Relative NGal-Proteinexpression im Western Blot der PDGF-C
+/+
- und PDGF-C
-/-
-
 
Tiere an Tag 21 nach IR. Die Werte des Sham-Kontrolltieres wurden gleich 1 gesetzt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 
Biomarker PDGF-C
+/+  
(n = 5) 
PDGF-C
-/-  
(n = 3) 
NGal Western 2,11 ± 0,60 2,29 ± 0,53 
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